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Caracterizacao fisiolégica de culturas nao monocelu-
lares e monocelulares de espécies de Malasseezia*

Physiological characterization of monocellular and not monocellular cultures of the Malassezia
species

Ana Cristina Barreto Silveira', Neiva Tinti de Oliveira’, Rejane Pereira Neves®, Oliane Maria Correia
Magalhdes’ & Lusinete Acioli de Queiroz’

RESUMO - De culturas nao monocelulares e monocelulares de M. furfur, M. restricta e M. sympodialis, foram analisadas as caracte-
risticas fisiologicas: crescimento a 37° C e atividades de protease e de fosfolipase. Para obtencao de culturas monocelulares foram re-
alizadas suspensoes a 10, correspondendo a 0,0 a 0,3 células sem brotacao por campo; dessas suspensoes foi semeado 0,1 ml em agar
Sabouraud + 2% de azeite para obtencao das culturas. A confirmacao taxondmica foi realizada tanto nas culturas nao monocelulares
quanto nas monocelulares das trés espécies. Foi utilizado dgar Sabouraud + 2% de azeite para o crescimento a 37° C; leite desnatado
“Molico" para a atividade protedsica; gema de ovo para atividade fosfolipasica. Todas as culturas nao monocelulares e monocelula-
res das trés espécies cresceram a 37° C; considerando a atividade de protease e de fosfolipase houve diferencas expressivas entre cul-
turas ndo monocelulares e monocelulares de cada uma das trés espécies testadas. Os resultados obtidos indicam que em uma amos-
tra pura de espécies de Malassezia existem diferentes biétipos que sao detectados apenas na condigdo monocelular, sobretudo nos ca-

sos em que determinada caracteristica ndo se manifesta nas culturas originais, ndo monocelulares.
PALAVRAS-CHAVE - Malalassezia spp., culturas monocelulares, crescimento a 37° C, protease, fosfolipase.

monocellular.

/SUMMARY - Of not monocellular and monocellular cultures of Malassezia furfur, M. sympodialis and M. restricta., had been analy-
zed the physiological characteristics: growth 37° C and activities of protease and phospholipase. For attainment of monocellular cul-
tures suspensions had been carried through the 10-5, corresponding the 0,0 and 0,3 cells without sprout for field; of these suspensi-
ons 0.1 ml in Sabouraud agar was sowed + 2% of olive oil for attainment of the cultures. The taxonomic confirmation was carried
through in such a way in the not monocellular cultures how much in the monocellular ones of the three species. Sabouraud agar +
2% of olive oil for the growth at 37° C; skimmed milk "Molico" for the proteasic activity; egg yolk for phospholipasic activity were
used. All the not monocellular and monocellular cultures of the three species had grown at 37° C; considering the activity of protea-
se and phospholipase it had expressives differences between not monocellular and monocellular cultures of each one of the three tes-
ted species. The gotten results indicate that in one it shows pure of species of Malassezia exist different biotypes that are detected
only in the monocellular condition, over all in the cases where determined characteristic not if manifest in the original cultures, not

\KEYWORDS - Malassezia spp., monocellulars cultures, grew at 370 C, protease, phospholipase. /

/
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INTRODUGAO

Género Malassezia constitui-se de espécies de leve-

duras, na maioria, lipodependentes que fazem parte
da microbiota da pele humana. Sdo isoladas de areas ricas
em glandulas sebaceas, particularmente do térax, costas e
cabeca. Sdo também associadas com diversas doencgas cu-
taneas, incluindo dermatite atépica, foliculite, pitiriase ver-
sicolor e dermatite seborréica e por isso, sdo consideradas
importantes leveduras de interesse médico (ASPIROZ et
al., 1999; DIAZ et al., 2000; MAKIMURA et al., 2000; BOT-
TEREL et al, 2001; ASHBEE; EVANS, 2002; FAERGE-
MANN, 2002; LACAZ et al., 2002).
De acordo com Fisher; Cook, (2001) a temperatura influen-
cia na atividade dos fungos, sendo esta caracteristica, um
dos parametros mais importantes, que predominam sobre
todas as atividades dos microrganismos. O crescimento de
microrganismos a 37°C revela a capacidade dos mesmos
de se desenvolverem no organismo humano e, sendo as-
sim, pode ser considerado um fator de patogenicidade
(McDONALD; ODDS, 1993; NEDER, 1992).
Alguns autores mencionam que a habilidade de certos fun-
gos crescerem a 37°C e de produzirem determinadas enzi-
mas como urease, fosfolipase, lipase e protease, pode estar

associada a patogenicidade. Estas enzimas sdo responsa-
veis pela propagacao do fungo no hospedeiro, facilitando a
invasao, através da degradacao da pele ou mucosa (ECHE-
TEBU; ONONGBU, 1992; NEDER, 1992; MCDONALD;
ODDS, 1993; HANEL et al., 1995; KHOZEL, 1995; VIDOT-
TO et al., 1998). Determinantes de patogenicidade, especi-
ficos para leveduras tém sido levantados com o objetivo de
produzir novas drogas antifungicas (MAYSER et al., 1996;
FUSAKAWA; KAGAYA, 1997), entre estes, crescimento a
37°C e atividades enzimaticas de fosfolipase e de protease.
Para verificar a atividade de diversas enzimas normalmen-
te sao utilizadas técnicas de difusao em agar com o uso de
meios soélidos, sendo os resultados expressados pela for-
macao de halos, resultantes da hidrélise dos substratos es-
pecificos ou pela mudanca de cor do indicador contido no
meio de cultura (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975; PRI-
CE; WILKINSON; GENTRY, 1982).

As enzimas proteoliticas fazem parte do sistema metabdlico
de um grande numero de organismos vivos, podendo ser
isoladas de animal, vegetal ou de microrganismos e sao clas-
sificadas como proteinases e peptidases (NUNES, 1998).

A maioria das proteases é detectada qualitativamente “in
vitro" utilizando-se como substratos meios sélidos conten-
do caseina, gelatina, soro de albumina bovina e outras pro-
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tefnas. A atividade proteolitica pode ser constatada pela
formacao de halos de hidrélise em torno das colonias do
microrganismo ( McDONALD, 1984; NUNES, 1998).

A caseina, em condi¢des normais, é insolivel. Quando hi-
drolisada por uma enzima extracelular, a casease, é trans-
formada em produtos soltiveis por um processo chamado
peptonizacdo. A presenca dessa enzima é evidenciada fa-
cilmente pela inoculacao do microrganismo na superficie
de &gar-leite. Podemos visualizar, nesses casos, ao redor
das colonias zonas hialinas, em contraste com o restante do
meio que continua turvo (NEDER, 1992).

As fosfolipases sdao enzimas hidroliticas que degradam fos-
folipideos em quatro diferentes sitios, dependendo do local
de acao da enzima sobre o substrato (WEETE, 1974; PRI-
CE; CAWSON, 1977).

Price et al. (1982) verificaram em seus estudos que a gema
do ovo comum possui grandes quantidades de fosfolipide-
os, principalmente a fosfatidilcolina e a fosfatidiletanolami-
na, sendo assim os mesmos sugeriram o método de “poor
plate” para a deteccao de atividade fosfolipdsica, utilizando
gema de ovo esterilizada (Difco). A atividade de fosfolipase
positiva é determinada por uma zona de fosfolipase (PZ)
que seria determinada pelo didmetro da colénia dividido
pela soma do diametro da colénia com a zona de precipi-
tacao (halo). O método demonstrado por estes autores para
a deteccao de fosfolipase é simples, seguro e reprodutivel.

A pesquisa a respeito do metabolismo dos fosfolipideos foi
estimulada pelo fato de que a hemdlise provocada pelos
venenos de animais estd associada a degradacao da leciti-
na que possui complexa estrutura quimica e oferece dife-
rentes pontos de ataque e é possivel que a hidrélise da
mesma ocorra com o auxilio de enzimas diferentes chama-
das inicialmente de lecitinases, embora outros fosfolipide-
os também sejam substratos apropriados, no entanto, con-
forme a nomenclatura adotada por alguns autores estas en-
zimas sao chamadas de fosfolipases que por convencao fo-
ram designadas pelas letras A, B, C e D (DENNIS, 1983
apud MELO, 1990; PRICE; CAWSON, 1977).

Mayser et al. (1996) concluiram que as fosfolipases sao ca-
pazes de invadir e danificar a membrana do hospedeiro,
bem como de manter uma relacao com alta taxa de morta-
lidade em experimentos com animais apresentando deter-
minantes de patogenicidade.

Riciputo et al. (1996) detectaram atividade de fosfolipase
em oito amostras de Malassezia furfur isoladas de pacien-
tes com pitiriase versicolor.

Este trabalho teve por objetivo caracterizar culturas nao
monocelulares e monocelulares de espécies de Malassezia,
quanto ao crescimento a 37° C, atividade de protease e de
fosfolipase.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas as espécies M. furfur, M. restricta e M.
sympodialis. As amostras foram obtidas da Colecao de Cul-
tura de Fungos Micoteca — URM, Departamento de Mico-
logia, Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Fe-
deral de Pernambuco. Para reativacao das amostras, foi uti-
lizado caldo glicosado e para manutencdo, agar Sabou-
raud, ambos os meios adicionados de 2% de azeite e de
0,5% de extrato de levedura, contidos em tubos de ensaio.
Os meios foram preparados segundo Lacaz et al. (2002).
Para garantir a pureza das amostras, foram preparadas
suspensoes em 2 mL de dgua destilada esterilizada, com
1% de Tween 80 e 50 mg/L de cloranfenicol; de cada sus-
pensao, 0,2 mL foram plaqueados em dgar Sabouraud adi-
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cionado de azeite e de 50 mg/L de cloranfenicol. As col6-
nias surgidas isoladamente foram repicadas para o meio
dgar Sabouraud adicionado de azeite e contido em tubos
de ensaio, para posterior confirmacao das espécies.

As amostras permaneceram incubadas a 37°C por até sete
dias e posteriormente mantidas a temperatura ambiente
(TA.28°C £ 1 °C) .

OBTENGAO DAS CULTURAS MONOCELULARES

Das culturas originais nao monocelulares foram prepara-
das suspensdes com 10 mL de dgua destilada esterilizada
adicionada de 1% de Tween 80. Depois da homogeini-
zacao, foram feitas dilui¢des sucessivas até uma concen-
tracao final de 10-5. Nesta concentracao a microscopia re-
velou a presenca de no méximo 3.0 células sem brotamen-
to por campo das laminas examinadas. Em seguida, e em
triplicata, foi semeado 0,1 mL por espalhamento radial na
superficie do meio agar Sabouraud adicionado de 2% de
azeite e de 1% de Tween 80 contido em placas, as quais fo-
ram incubadas a 37°C por até sete dias. As colonias de-
senvolvidas foram analisadas quanto a macroscopia e mi-
croscopia. Dentre as colonias andlogas, de pontos equidis-
tantes, foram repicadas trés colonias, denominadas de A, B
e C para confirmacao da espécie, assim como determi-
nacao de caracteristicas fisiologicas. Todas as etapas poste-
riores a obtencédo de culturas monocelulares foram realiza-
das simultaneamente com culturas originais e culturas mo-
nocelulares.

Para confirmacdao das espécies M. furfur, M. restricta e M.
sympodialis, foram adotados os procedimentos preconiza-
dos por Guillot et al. (1996).

CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS

CRESCIMENTO A 37°C

Para verificar o crescimento a 37°C, as culturas foram se-
meadas, em agar Sabouraud adicionado de 2% de azeite
contido em tubos de ensaio; as culturas foram semeadas
em triplicata; trés tubos foram incubados a 37°C e trés
mantidos a T.A.( 28°C + 1°C). O crescimento comparativo
foi acompanhado por até sete dias.

DETECCAO DE ENZIMAS

Para deteccao das enzimas protease e fosfolipase, os testes
foram realizados em triplicata; culturas jovens com 72 ho-
ras de crescimento foram suspensas em 3 mL de agua des-
tilada esterilizada. Swab previamente esterilizado foi imer-
so na suspensao e tocado no centro da superficie do meio
contido em placas; trés placas foram incubadas a 37°C e
trés mantidas a T. A.(28°C = 1°C). A producao de protease
e de fosfolipase, foi constatada através da formacao de ha-
los em torno da cultura.

DETECCAO DE PROTEASE

A deteccao de protease foi realizada através da hidrdlise
da caseina no meio contendo leite desnatado “Molico” e
dagar segundo Lacaz et al. (2002). Depois de semeadas, as
amostras foram observadas quanto ao crescimento e ativi-
dade enzimaética, através da formacédo de halo, durante um
periodo de 10 a 15 dias. Quando positivas para a deteccgao
de protease, ocorria a formacao de halo transparente ao re-
dor das colonias. Para confirmar a producao da enzima, foi
utilizada a solucéo acidificada de cloreto de merctrio. O in-
dice enzimédtico foi estimado pela diferenca entre o diame-
tro do halo formado e o diametro da colonia. A auséncia de
halo indicou auséncia de atividade de protease.
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DETECCAO DE FOSFOLIPASE

A atividade fosfolipasica foi detectada segundo o método
descrito por Price et al. (1982), no qual é utilizado o seguin-
te meio: agar Sabouraud + gema de ovo + cloreto de s6-
dio + cloreto de cdlcio + 2% de azeite. pH final 6.5

As culturas foram observadas quanto ao crescimento e a
formacédo de halos. O halo foi medido em milimetros, cor-
respondendo aos célculos da zona de precipitacao (Pz), re-
lacionados ao didmetro da colénia. Foi utilizada a seguinte
férmula:

Pz = @ da coldnia
O da coldnia + zona de precipitacao

Pz = Precipitacao; Pz = 1, a atividade é Negativa; Pz < 1, a
atividade é positiva; & = didmetro da colénia; Zona de pre-
cipitacao = halo formado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

CRESCIMENTO A 37°C

A temperatura ambiente (28° C + 1° C), e a 37° C, as amos-
tras originais e monocelulares das espécies analisadas,
cresceram bem, nao havendo diferencas entre as mesmas
(Tabela 1).

Resultados semelhantes sao referidos por Ashbee et al.
(1993); Bergbrant; Faergemann (1988); Faergemann
(1998); Imwidthaya et al. (1989); Guého et al. (1996); Su-
nenshine et al. (1998), os quais verificaram um bom cresci-
mento a 37° C por amostras de espécies de Malassezia.

ATIVIDADE DE PROTEASE E DE FOSFOLIPASE

Em relacao a atividade de protease e de fosfolipase, os re-
sultados variaram entre as amostras originais e monocelu-
lares (Tabela 1).

TABELA |
Crescimento, atividade de protease e de fosfolipase
detectadas em amostras originais e monocelulares de
espécies de Malassezia.

Atividade
Acesso Espécies Crescimento o — Fosfolipase
URM TA. 31°C_ JA. 31%C TA. 37°c
3867 M. furfur O + + + +
M. furfur A + + + + - +
M. furfur B + + + + - +
M. furfur C + + +
3870 M. restricta O + + + + + +
M. restricta A + + + + +
M. restricta B + + +
M. restricta C + + + +
3873 M. furfur O + + +
M. furfur A + + +
M. furfur B + + +
M. furfur C + + + + +
3875 M. furfur O + + +
M. furfur A + +
M. furfur B + + -
M. furfur C + + +
3878 M. sympodialis O + + + + +
M. sympodialis A + + +
M. sympodialis B + + -
M. sympodialis C + + + + +

O = original

A, B e C = Monocelulares

T.A. = temperatura ambiente (28° C + 1° C)

+ = crescimento a 37°C e atividade enzimética detectada
- = atividade enzimatica ndo detectada
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A atividade protedsica foi detectada a T. A. e a 37°C com
as amostras: monocelulares A e B 3867 de M. furfur; origi-
nal O e monocelulares A e C 3870 de M. restricta; monoce-
lular C 3873 de M. furfur ; original O e monocelular C 3878
de M. sympodialis. Com a amostra monocelular B 3873 de
M. furfur, desta atividade, foi expressada apenas a 37° C.
Com as demais amostras nao foi detectada atividade de
protease, o didmetro dos halos variou de 0,1 cm a 1,7 cm.
A permanéncia do halo apés a adigao da solucao acidifica-
da de cloreto de mercurio, indicou que o mesmo foi forma-
do em conseqiiéncia da assimilacdo da caseina do leite. Os
estudos de Muhsin et al. (1997) sobre a atividade de enzi-
mas extracelulares em meio sélido, nao indicaram ativida-
de de protease com amostras de Malassezia, diferindo dos
resultados obtidos neste trabalho.

A atividade de fosfolipase foi detectada a T. A. e a 37° C
com as amostras: originais O 3867 de M. furfur e 3870 de
M. restricta. Apenas a 37° C esta atividade foi detectada
nas amostras: monocelulares A e B 3867 de M. furfur; A e
B 3870 de M. restricta, C 3878 de M. sympodialis; original
O e monocelular C 3875 de M. furfur. Apenas a T. A. , a
amostra monocelular C 3867, original O e monocelular A
3873 M. furfur; original O e monocelular A 3878 de M.
sympodialis. Com as demais amostras nao foi detectada
atividade fosfolipasica. O diametro dos halos variou de 0,1
cm a 3,0 cm. A formacao de halo com didmetro < 1 indicou
atividade de fosfolipase. Esta atividade por espécies de
Malassezia, foi detectada também por Kantarcioglo; Yucel,
2002; Mancianti et al. (2000); Muhsin et al. (1997); Ricipu-
to et al. (1996).

Nas condicoes em que este trabalho foi desenvolvido, nem
todas as amostras de Malassezia expressam atividade pro-
teasica e ou fosfolipasica.

Os resultados obtidos indicam que numa amostra original
pura pode haver diferentes biétipos, que poderdo expressar
resultados diferentes dos obtidos com a amostra original da
espécie. Portanto, a depender da caracteristica fisiolégica
dos biotipos, os resultados podem variar. A expressao de
protease e de fosfolipase foi varidvel no conjunto das amos-
tras originais e monocelulares das espécies testadas.

Na literatura consultada, nao ha referéncias sobre traba-
lhos com culturas monocelulares de Malassezia, nem com
diferentes parametros.

A andlise dos resultados obtidos com as culturas originais
e monocelulares de uma mesma amostra, indica que carac-
teristicas fisiolégicas podem variar na amostra. Conse-
quentemente, em Colecoes, devem ser depositadas cultu-
ras originais e monocelulares da espécie.

Este é o primeiro trabalho desenvolvido com culturas mo-
nocelulares de espécies de Malassezia.
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Determinacao de zinco em amostra de urina de 24 horas
de pacientes com danos renais pelo método de Faas

Zinc determination in 24-hour urine sample of patients with damages renais for the Faas method
Dutra, R.L."; Carasek, E.? & Cantos, G.A.°

~

/RESUMO - O método de espectrometria de absorcao atémica é uma técnica analitica que permite determinar elementos em peque-
nas quantidades. Neste trabalho o zinco (Zn) foi determinado por este método, utilizando a técnica de adicao do analito, em 16 amos-
tras de urina de 24 horas, de pacientes com patologias renais. Foi utilizado um espectrémetro de absorcao atomica Varian Spectra AA
50, equipado com atomizador em chama. As andlises dos resultados mostraram que quando a urina foi diluida 1:20 e tratada com 50pL
de surfactante Triton X 114, eliminou-se as interferéncias de matriz. O procedimento foi validado pela anélise de material de referén-
cia Seronorm™ Elemento traco em urina e teste de recuperacao por adicao, onde o valor esperado era 0,45 ng/mL e o encontrado foi
0,46 ng/mL, com recuperacao média de 99% e limite de deteccao (pg/mL) de (0,18). Observou-se que 9 amostras estavam acima dos
valores de referéncia que é 300-600 ngZn/24horas, sendo observado que apenas 2 amostras estavam abaixo deste valor. Observou-se
ainda que os valores estavam concordantes com a literatura, pois na maioria das amostras quando o paciente era portador de patolo-
gia renal a excrecao de Zn estava aumentada. Esses resultados demonstram que o zinco pode ser determinado por espectrometria de
absorcao atomica em chama (FAAS), e que a determinacao de Zn em urina é um fator importante para auxiliar o diagnéstico de pa-
tologias renais.

PALAVRAS-CHAVE - Zinco; Urina; doencas renais; FAAS. Y,

/SUMMARY - The method of spectrometry of atomic absorption is one analytical technique that allows to determine elements in small\
amounts. In this work the zinc (Zn) was determined by this method, having used the technique of addition of the analito, in 16 24-hour
urine samples, of patients with renal pathology. A spectrometer of atomic absorption Varian Spectra AA 50 was used, equipped with
atomizer in flame. The analyses of the results had shown that when urine was diluted 1:20 and treated with 50uL to surfactante Triton
X 114, eliminated the matrix interferences. The procedure was validated by the analysis of material of SeronormTM reference Element
trace in urine and test of recovery for addition, where the expected value was 0,46 ng/mL and the joined one was 0,45ug/mL, with
average recovery of 99% and limit of detention (ug/mL) of (0,18). It was observed that 9 samples were above of the values of referen-
ce that is 300-600 ugZn/24horas, being observed that only 2 samples were below of this value. It was still observed that the values we-
re concordant with literature, therefore in the majority of the samples when the patient one was carrying of renal pathology the ex-
crec¢do of Zn was increased. These results demonstrate that the zinc can be determined by spectrometry of atomic absorption in flame
(FAAS), and that the determination of Zn in urine is a factor important to assist the diagnosis of renal pathology.

KEYWORDS - Zinc; urine; renal desease; FAAS Y,

cos e bioquimicos, em relacdo a deficiéncia severa e mode-
rada de Zn é muito discutido, sendo que ainda existem di-
ficuldades de diagnosticar a deficiéncia marginal desse mi-
neral devido a problemas na avaliacao do estado nutricio-
nal em relacao a esse elemento. A concentracao de Zn no
plasma pode apresentar-se diminuida em casos de estresse
tempordrio de vdrias origens, sem relacao com a deficién-
cia de zinco propriamente dito ©.

INTRODUGAO

Ozinco (Zn) é o segundo mineral mais abundante em
animais e plantas, sendo considerado um microele-
mento ou oligoelemento, frente as pequenas quantidades
presentes nos diversos organismos. No humano é encon-
trado no liquido intracelular das células do figado, dos rins,
dos ossos e dos musculos esqueléticos. E absorvido passi-

vamente por meio de ligantes complexos, endégenos e
exogenos (Histidina, dcido citrico e acido picolinico) no du-
odeno e jejuno. Apresenta excrecao fecal em quase sua to-
talidade, e uma minima parte pelos rins. Contudo, em pa-
tologias como cirrose hepdtica, alcoolismo, inanicao, do-
encas renais e diabetes, ha um aumento da excrecao urina-
ria de Zn @.

E um elemento traco antioxidante pelo fato de ser compo-
nente da enzima superéxido dismutase, que protege contra
danos de radicais livres, que sao moléculas contendo um ou
mais elétrons desemparelhados na sua 6rbita externa ®.
Apesar dos metais tracos estarem amplamente distribuidos
nas fontes alimentares, é muito freqiiente a deficiéncia de
Zn em humanos. O baixo consumo de alimentos ricos deste
mineral biodisponivel, como carnes vermelhas, e o alto con-
sumo de alimentos ricos em inibidores da absorcao desse
elemento traco, como fitatos, certas fibras e cdlcio, podem
causar deficiéncia do mesmo no nosso organismo®*.

O progresso referente ao conhecimento dos aspectos, clini-

Essa deficiéncia também pode ocorrer em muitos processos
patolégicos ou mesmo uma desordem de origem genética
onde pode levar a diminuicdo na absorc¢ao, na utilizacao e
a perda deste elemento. Sua deficiéncia inclui retardo no
crescimento, hipogonadismo em homens, disfuncao imu-
nolégica célula-mediadora e alteragoes de pele ©. O enfra-
quecimento neurofisiolégico é um dos severos resultados
potenciais dessa deficiéncia, pois este elemento é um me-
tal de transicao, essencial para atividade e controle neuro-
nal de doencas neuronais, tendo sido relatado em vdrias
doencas humanas neurodegenerativas 7

Alguns elementos exibem alta toxicidade em muito baixa
concentracao, e igualmente elementos essenciais podem
causar efeitos deletérios em altas concentracoes. Adicio-
nalmente, anormalidades do metabolismo de certos ele-
mentos estdo envolvidos em muitas doencas humanas.
Desta forma, o monitoramento do estado corporal de ele-
mentos traco tem recebido maior atencao de investigado-
res biomédicos ©.
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O zinco é também um elemento de especial interesse na
pediatria, por ser requerido nos processos enzimaticos, no
metabolismo de 4cidos nucléicos e na sintese de proteina.
Sua deficiéncia em criangas e adolescentes vem sendo in-
dicada como uma das possiveis causas de retardamento no
crescimento e desenvolvimento sexual ©.

Existem muitas situacdes em que a excrecdao de zinco estd
diminuida. Estudos feitos com minerais, elementos traco
em atletas e durante a atividade fisica foi observado que o
Zn esta diminuido na urina nas patologias pés-traumaticas
em atletas, defendendo a teoria de que este mineral estd
sendo redistribuido para reparar danos nos tecidos .
Zorbas et al. (2001), analisando Zn no plasma, na urina e
nas fezes, verificou que a reducgdo deste metal nestes flui-
dos bioldgicos esta associada a uma diminuicdo da massa
muscular durante a Hipocinesia prolongada (diminuicao
dos movimentos) "V,

Bedescu, et al., (1998), estudando o efeito protetor do zin-
co em nefropatia diabética de ratos observaram que o zin-
co realmente exerce um efeito benéfico nesses pacientes e
que o mecanismo pelo qual o zinco protege ratos diabéti-
cos de complicacdes renais e que é devido principalmente
a seu estado antioxidante 2.

Devido a disfuncéo renal alguns elementos podem ser acu-
mulados no organismo (aluminio, cromo, silicio e estron-
cio), e outros podem ser excretados (selénio, bromo, zinco,
litio e césio) ™.

A andlise de urina é muitas vezes usada para monitorar a ex-
posicao ocupacional e ao meio ambiente para elementos
tracos. Portanto ela é a mais utilizada para avaliar fluido bi-
olégico, porque a maior parte dos elementos traco sao excre-
tados por esta via, principalmente em patologias renais ©.
Assim a proposta do presente trabalho foi determinar Zn
em amostras de urina humana, pela técnica de calibracao
por adicdo do analito e espectrometria de absorcao atéomica
em chama, objetivando auxiliar o diagnéstico de patologias
renais por meio dos resultados obtidos por esta técnica.

MATERIAL E METODOS

Equipamentos

A andlise de Zn foi realizada em um espectrometro de ab-
sorcao atomica Varian Spectra AA 50, equipado com atomi-
zador em chama e ldmpada de catodo oco para zinco. Fo-
ram utilizados os seguintes parametros operacionais: com-
primento de onda de 213,9 nm; corrente méxima da lampa-
da 5mA; chama ar/acetileno e fenda espectral 1,0 nm.

Foi utilizado também nessa pesquisa amostra certificada
SeronormTM trace elements in urine (Lote 403125, nimero
1362) de Nycomed Pharma (Billingstad, Norway) para che-
car a exatiddo e validacao do método analitico proposto. Foi
fornecido na forma liofilizada e reconstituida dissolvendo o
contelido total em 5 ml de agua deionizada de alta pureza.
Foi utilizada também uma centrifuga (Marca Fanem) para
centrifugar as amostras de urina e descartar fragmentos
celulares.

Metodologia

Foram selecionadas para este estudo, 16 amostras de urina
de 24 horas, cedidas pelo laboratério de andlises clinicas
do Hospital Universitario — UFSC, as quais foram estocadas
a - 20 °C até o momento das andlises.

Preparo da amostra

As amostras de urina de 24 horas foram centrifugadas a
3000 rpm por 10 minutos e diluidas 1:20 com dgua deioni-
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zada no momento das andlises, para minimizar provaveis
interferéncias de matriz (11), da qual se utilizou 0,25 ml de
urina para determinacao de zinco.

Foi realizado um tratamento com 50 pl de Triton X-114
(Sigma Chemical, Alemanha), para se eliminar a absorcao
molecular, ou seja, presenca de macromoléculas presentes
na amostra que alteram o sinal analitico (15, 16).

Preparo da curva de calibracao

As solucgoes foram preparadas empregando-se dgua deio-
nizada proveniente de um sistema de purificacdo de dgua
Milli-Q® da Millipore® (Bedford, MA, USA). Todos os rea-
gentes utilizados foram de grau analitico.

Foi selecionado o método de adicdo do analito para este es-
tudo devido a interferéncia de matriz observada.

Para a construcao da curva de calibracao com adicao do
analito, cinco aliquotas da solucao amostra teste diluida
1:20 foram retiradas, sendo que em uma delas o analito nao
foi adicionado, enquanto as demais foram adicionados vo-
lumes crescentes utilizando-se uma solucao padrao de zin-
co a 10 pg/mL (Fluka Chemic GmbH - CH - 9471) para um
volume final de 1ml como ilustrado na Tabela 1.

TABELA |
Curva de calibracao para determinacao de zinco na uri-
na, obtida pela técnica de adi¢cao do analito.

Padré&o de Zinco 10 ppm
Amostra (mL)

Concentragdo (ug/mL) Volume (pL)
1 0 0
1 0,5 50
1 1,0 100
1 1,5 150
1 2,0 200

RESULTADO E DISCUSSAO

As doencas renais sao causas importantes de morbidade e
mortalidade, principalmente entre os idosos, representan-
do sérias implica¢oes para a saude publica.

A andlise de zinco na urina proporciona um teste direto pa-
ra a identificacdo do excesso, deficiéncia ou ma distri-
buicao fisiolégica destes elementos no corpo, e pode forne-
cer preciosas pistas para o diagnéstico e tratamento de va-
rias patologias com as doencas renais.

Assim, considerando a necessidade de aprimorar os meca-
nismos de atendimento aos pacientes com doencas renais,
neste trabalho foi desenvolvido uma metodologia para
andlise de zinco em amostras de urinas com o objetivo de
buscar novas solugodes para o diagnoéstico dessas doencas.
Para andlise do zinco utilizou-se a técnica de espectrome-
tria de absorcao atémica com chama (FAAS), que fornece
resultados em partes por milhdo (ppm), o que equivale
0,0001% @417,

O método de espectrometria de absorcao atémica é uma
técnica analitica para determinacao de elementos em pe-
quenas quantidades. E baseada na absorcao de energia de
radiacao por atomos livres. Na absorcao em chama a amos-
tra é pulverizada dentro da chama na forma de um aerossol
formado através de um nebulizador. A chama mais usada é
ar/acetileno. Para uma faixa de 30 elementos oferece um
ambiente adequado e uma temperatura suficiente ',
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A técnica de adicao do analito consiste em obter um ntime-
ro de aliquotas em replicatas de amostra, adicionar nelas
gradativamente quantidades conhecidas do analito (so-
lucoes de calibracao) e diluir para o mesmo volume. Uma
das aliquotas é diluida somente com o solvente, sendo que
essa contém zero de analito adicionado. Uma série de so-
lucoes obtidas desta forma serve como um conjunto de so-
lucoes de calibracao. Quando os valores de absorbancia de
cada solucao sao plotados versus a concentracao do anali-
to adicionado, uma curva de calibracao é obtida que inter-
cepta o eixo da absorbancia em valores maiores do que ze-
ro. A subtracdo da concentracdo do analito é realizada ex-
trapolando a curva de calibracao para interceptar o eixo da
concentragao negativa .

O risco de interferéncias de ions esta presente para todos
os elementos quimicos analisados em qualquer amostra bi-
olégica e a urina é uma delas. O problema causado pela in-
terferéncia nao-espectral depende da natureza da amostra,
ou seja, da constituicao da matriz, sendo assim, o problema
pode ser reduzido pela simples diluicao da amostra .

A urina é uma das matrizes mais complexas para se traba-
lhar em absorgdo atémica, pois contém concentracdao ele-
vada de proteinas e compostos inorganicos que causam im-
portantes interferéncias espectrais, portanto se faz neces-
sario o uso de diluicao e calibracdao com padrao interno pa-
ra se eliminar esses interferentes presentes na amostra.
Neste trabalho, a absorcdo molecular foi observada apdés
varios testes, portanto houve a necessidade de um trata-
mento da urina com um surfactante (desproteinizante), on-
de se optou pelo Triton X-114 (59,

As curvas de calibragdo foram construidas com emprego
de cinco amostras de calibracdo para a técnica com adicao
do analito, com leituras em triplicata, plotando-se o sinal
analitico obtido versus concentracdo e massa.

Foi utilizado para este estudo, um equipamento Varian
Spectra AA 50, e observamos que quando foram plotadas
as absorbancias versus a concentracao em pg/mL, obtive-
se um grafico para cada amostra, e por meio da equacao
das retas pode-se calcular a concentracao de Zn, como po-
de ser observado na Tabela 2.

TABELA I
Resultados de Zn das amostras de urina obtidas pelo
método de adicado do analito em pgZn/24 horas.

Método de Método de Método de Método de
s Adicao Adicédo do AGGER Adicédo do Adicao do

i anElie analito analito analito

(ugZn/mL) (MgZn/24 horas) (aZu/mb) (MgZn/24 horas)
1 0,61 0,11 698 + 121 9 0,51+0,1 715+ 79
2 1,59 + 0,07 1896 = 83 10 0,40 = 0,02 376 =19
3 0,18 = 0,02 513 + 57 11 0,68 = 0,05 503 = 39
4 0,84 + 0,09 487 + 53 12 0,66 = 0,03 1346 = 66
5 0,17 + 0,02 187 £ 21 13 0,95 + 0,09 1316 = 128
6 0,67 = 0,03 1818 + 41 14 1,4+0,08 2575 = 147
7 0,69 + 0,01 444 + 538 15 0,93 + 0,05 1918 = 95
8 0,33+0,01 211 +6,5 16 1,0 £0,05 2900 + 195

Como pode ser visto na Tabela 2, nove amostras estavam
acima e duas abaixo dos valores estipulados pela literatu-
ra que € de 300 a 600 pgZn/24horas (4). Estes resultados
estdao concordantes com o esperado, pois pacientes com
danos renais apresentam maior liberacao de zinco na urina
(13). Como todos os pacientes apresentam problemas re-
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nais, pode-se deduzir que aqueles com baixos valores eram
pacientes com menores danos renais.

Shimoniak et al., (1998), analisando urina de 24 horas de
pacientes com nefropatias diabéticas, observaram que os
pacientes com diabetes Tipo 1l apresentaram maior ex-
crecdo urinaria de zinco (987,7 + 508,31g) do que os que
apresentavam diabetes Tipo 1 (504,0 + 167,411g), e conclui-
ram que diabetes Tipo 1l pode ser maior risco para defici-
éncia relativa de zinco .

A Figura 1 mostra que dos pacientes analisados 56% esta-
vam excretando valores acima do estipulado pela literatu-
ra, vindo a confirmar o que foi citado anteriormente, onde
se observa que quando estd instalada qualquer disfuncao
renal, a liberacao de zinco e outros minerais, estao altera-
dos. Quanto aos pacientes que apresentaram valores abai-
xo dos valores de referéncia (13%), provavelmente deve-se
a casos de deficiéncias de zinco na dieta, ou casos de es-
tresse. Em relacao aos 31% dos pacientes que foi observa-
do valores normais para zinco na urina, supoe-se tratar de
pacientes em tratamento ou com controle alimentar.

%

H Valores acima de 600
mgZn/24horas
M Valores abaixo de 300
mgZn/24horas
56% O Valores entre 300e 600
13% mgZn/24horas

31%

Figura 1. Porcentagem de pacientes que apresentaram valores
de zinco acima dos valores estipulados pela literatura que é de
300 a 600 mgZn/24horas.

Figura 1. Porcentagem de pacientes que apresentaram va-
lores de zinco acima dos valores estipulados pela literatura
que é de 300 a 600 mgZn/24horas.

Neste trabalho para validacao da metodologia, foi realiza-
do também a determinacdao de Zn e teste de recuperacao
da amostra certificada SeronormTM elemento traco e em
urina (Lote 403125, ntimero 1362) pelo método de cali-
bracao por adicao do padrao, onde foi encontrado 0,46
ng/mL, e o valor esperado era 0,45 pg/mL. O teste de recu-
peracao pode ser observado na Tabela 3.

Tabela Ill
Teste de recuperacao da amostra certificada de urina
SeronormTM elemento tragco em urina
Lote 403125; Numero - 1362.

Leitura Concentracao Concentracdo Recuperacao (%)
esperada* encontrada*

0,0391 0,0027 0,0027 100

0,0965 0,5027 0,5122 102

0,1540 1,0027 1,050 105

0,1986 1,5027 1,4679 98

0,2601 2,0027 2,0435 102

Os valores de Zn adicionados foram recuperados nas
amostras investigadas, mostrando que a metodologia de-
senvolvida pode ser aplicada na determinacao de Zn nas
amostras de urina de 24 horas.

O limite de deteccao (LOD) foi calculado considerando a
variabilidade de 10 medidas consecutivas de 0,01% (w/v)
Triton X -114 como solugao branco de acordo com (3S/m),
onde S é o desvio padrao das medidas do branco e m é o
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coeficiente angular da curva de calibracao. Foi obtido um
valor de 0,18 pg/mL.

Szpunar 1997, analisando Zn em amostras de urina de 24
horas, utilizou o método de recuperacdo em quatro materi-
ais certificados e observou que os resultados mostraram
boa concordéncia entre os valores certificados e os valores
obtidos (10).

Conclui-se que o zinco pode ser determinado na urina de
24 horas em pacientes com patologias renais, pelo método
de espectrometria de absorcao atéomica em chama, pela
técnica de calibracdo por adicdao do padrao, obtendo-se
boa sensibilidade, podendo ser utilizado para auxiliar o di-
agnostico de doencgas renais bem como de outras patolo-
gias que interferem na excrecao deste metal.
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Deteccao da incidéncia de enteroparasitos nas
criancas carentes da cidade de Guacui - ES*

Detention of the incidence of enteroparasites in the devoid children of the city of Guacui - ES

Juliano Gomes Barreto

~

/RESUMO - O objetivo deste estudo foi estimar a prevaléncia de enteroparasitoses em criancas e adolescentes moradoras de Guacui
— ES, mais precisamente da Rua Roberto Mendes, e propor a implantacao de um programa de educacao sanitaria na regiao. A neces-
sidade do estudo, bem como da implantacao do referido programa, justificam-se pelo fato de haver muitas criancas carentes nesta re-
giao, expostas a precarias condigoes de moradia, falta de saneamento basico e alimentacao inadequada, aspectos estes que, indubi-
tavelmente, aumentam as chances de ocorrer alta incidéncia de verminoses, assim como a existéncia de verminoses multiplas. Para
tanto, foi feita a coleta de fezes das criancas e adolescentes e estas foram encaminhadas para andlise laboratorial. Das 35 amostras es-
tudadas, os parasitos mais freqiientes entre os protozoarios foram Entamoeba coli (25,7%), Entamoeba histolytica (17,1%) e Giardia
lamblia (2,9%). Ja& entre os helmintos, os mais freqiientes foram Ascaris Iumbricoides (62,9%), Trichuris trichiura (48,6%), Ancilosto-
mideo sp (5,7%), Strongiloydes stercoralis (8,6%) e Enterobius vermiculares (5,7%).
PALAVRAS-CHAVE - Enteroparasitoses; Criancas carentes; Rua Roberto Mendes.

/
SUMMARY - The objective of this study was esteem the prevalence of enteroparasitoses in children and living adolescents of Guagui\
- ES, more necessarily of the Street Robert Mendes, and to consider the implantation of a program of sanitary education in the region.
The necessity of the study, as well as of the implantation of the related program, is justified for the fact to have many devoid children
in this region, displayed the precarious conditions of housing, lack of basic sanitation and inadequate feeding, aspects these that, wi-
thout quarrel, increase the possibilities to occur high incidence of worms, as well as the existence of multiple worms. For in such a
way, he was made the excrement collection of 35 children and adolescents and these had been directed for laboratorial analysis. Of
the 35 studied samples, the parasites most frequent between the protozoans had been Entamoeba coli (25,7%), Entamoeba histolyti-
ca (17,1%) e Giardia lamblia (2,9%). Already between the helmint, most frequent they had been Ascaris lumbricoides (62,9%), Tri-

churis trichiura (48,6%), Ancilostomideo sp (5,7%), Strongiloydes stercoralis (8,6%) and Enterobius vermiculares (5,7%).
KEYWORDS - Enteroparasitosis; Devoid children; Street Robert Mendes. J

INTRODUGAO

As parasitoses intestinais ainda constituem um sério
problema de Saude Publica no Brasil ocupando lugar
de destaque no cendrio das doencas tropicais, constituindo
assim, expressiva causa de morbidade e de mortalidade,
tornando-se um importante problema de ordem sanitaria e
social, apresentando maior prevaléncia em populacoes de
nivel sécio-econémico mais baixo, que vivem em condicdes
precéarias de saneamento e, até mesmo, a auséncia de imu-
nidade a re-infec¢des, o parasitismo intestinal torna-se
mais frequiente e relevante, inclusive pela possibilidade de
reducao da absorcao intestinal, podendo influenciar no
crescimento e desenvolvimento, resultando em altos indi-
ces de morbidade.

Séo necessarias agdes combinadas de terapéutica, sanea-
mento e conscientizacdo sanitdria para que se obtenha efe-
tivo controle dessas enfermidades.

As criancas e os adolescentes sdo os mais acometidos, de-
vido a estarem freqiientemente expostos a constantes con-
digoes de reinfeccao, quando permanecem em ambientes
favoraveis a transmissao.

Diversos estudos tém demonstrado que acdes educativas e
participativas da comunidade contribuem substancialmen-
te para a reducdo da prevaléncia das enteroparasitoses.
Para que essas acdes sejam implementadas, é necessario
que se tenha pleno conhecimento da realidade em que a
comunidade esta inserida.

Assim, com vistas a fornecer subsidios a um Projeto de
Educacao de Base, estudos epidemiolégicos sobre a inci-
déncia destes parasitos em criancas e adolescentes caren-
tes da Rua Roberto Mendes em Guacui, objetivam a propo-

sicdo e programas de prevencao e controle, bem como, a
integracao de medidas técnicas de controle, saneamento
béasico, diagnéstico, tratamento antiparasitdrio e a acdes
educativas.

Este projeto destina-se propor um programa de educacgao
sanitdria visando a prevencdo, a fim de evitar a dissemi-
nacao de doencas originadas destas parasitoses.

A baixa qualidade de vida justificada pela falta de moradia
adequada, alimentacédo bésica e saneamento béasico na co-
munidade referenciada, faz com que aumente a possibili-
dade da existéncia de uma alta incidéncia de verminoses,
assim como a existéncia de verminoses multiplas.

Com base nessa preocupacao, o presente projeto buscou
desenvolver um trabalho que viabilizasse a identificacao
dos problemas e a confirmacao da real incidéncia que vem
acometendo a referida populacdao ao longo dos anos, res-
saltando a falta de programas eficazes de controle, comba-
te e conscientizacao da populacao quanto aos perigos e
agravos dessas doencas.

A proposta deste trabalho consiste em propor a populacao
acometida, um tratamento adequado que vise o controle
das parasitoses assim como melhoria da qualidade de vida
da populacao beneficiada; orientar a populacdo quanto as
medidas de profilaxia e combate aos parasitos e seus hos-
pedeiros, visando uma melhoria tanto da qualidade de vida
individual quanto da satde coletiva da populacdo; demons-
trar as autoridades sanitarias a real necessidade da implan-
tacao de medidas técnicas de saneamento bdsico, implan-
tacao de rede de esgoto e limpeza do cérrego, sendo este a
principal fonte de contaminacao da populacao; e, por fim,
reduzir ou erradicar algumas enteroparasitoses decorrentes
da falta de saneamento bdsico e educacao sanitaria.

Recebido em 21/07/2005
Aprovado em 27/07/2006
*Trabalho desenvolvido na Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Alegre — FAFIA / ES.
Farmacéutico Bioguimico Especialista em Andlises Clinicas, Laboratério Kashima de Andlises Clinicas — Guagui / ES. Hospital Sdo José - S. J. do Calgado / ES.
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MATERIAL E METODOS

Para desenvolver este trabalho, tomou-se como amostra-
gem a coleta de fezes de 60 criancas e adolescentes caren-
tes, de faixa etaria entre 1 a 14 anos, residentes na Rua Ro-
berto Mendes, localizada no bairro Sagrado Coracao de Je-
sus, em Guacui-ES, um bairro de classe pobre, sem infra-
estrutura adequada, com rede de captacao de esgoto e sa-
neamento basico deficientes.

O bairro é delimitado pelo Cérrego Santa Catarina que po-
de ser considerado como a principal fonte de contami-
nacao, devido ao lancamento in natura de muitos dejetos e
esgoto sem o menor tratamento.

Devido as criancas estarem constantemente expostas a estas
condi¢coes ambientais, estando sempre em contato direto
com focos de infeccao e nao tendo uma educacao sanitéria
adequada quanto a presenca de certas parasitoses e outras
infestacoes, as mesmas ficam completamente a mercé da
proépria sorte e das resisténcias imunolégicas do organismo.
Como nao havia disponibilidade de uma alta tecnologia
avancada e de grandes recursos financeiros, este trabalho
utilizou como método de escolha, o método da sedimen-
tacao espontanea de Hoffmann, devido a sua boa abran-
géncia a um grande nimero de Helmintos e Protozoarios.

RESULTADOS

A proposta deste trabalho consistiu no atendimento de 60
criancas e adolescentes carentes, residentes préximos as
margens do cérrego Santa Catarina, nas proximidades da
Rua Roberto Mendes. No entanto, das 60 criancas e adoles-
centes cadastrados, apenas 35 participaram do estudo, on-
de a taxa média de aceitacdao do projeto pela comunidade
foi de 58,3%, uma média considerada abaixo do esperado
devido a gratuidade dos exames e do tratamento.

Das 35 amostras 31 (88,6%) estavam positivas (Tabela I),
onde o parasito mais freqiiente nas 35 amostras, entre os
protozodrios foi Entamoeba coli (25,7%), Entamoeba his-
tolytica (17,1%) e em seguida Giardia lamblia (2,9%). En-
tre os helmintos o mais freqiiente foi Ascaris lumbricoides
(62,9%), seguido por Trichuris trichiura (48,6 %), Ancilosto-
mideo (5,7%), Strongiloydes stercoralis (8,6%) e Enterobi-
us vermiculares (5,7%).

TABELA |
Distribuicao dos parasitas por espécie encontrados nas
35 amostras analisadas das criancas e adolescentes da
Rua Roberto Mendes em Guacui/ES.

PARASITAS N° Amostras % Amostras
A. lumbricoides 22 62,9%
T. trichiura 17 48,6%
E. vermiculares 2 5,7%
G. lamblia 1 2,9%
E. histolytica 6 17,1%
E. coli 9 25,7%
Ancilostomideo 2 5,7%
S. stercoralis 3 8,6%
Negativas 4 11,4%
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Na maioria dos casos, foi encontrado monoparasitismo
(31,4%) e biparasitismo (31,4%), embora tenham sido de-
tectados até quatro parasitas associados em nove criancas
(Tabela II).

TABELA 11
Prevaléncia do enteroparasitismo observado em 35
amostras de criancas e adolescentes da Rua Roberto
Mendes em Guacui / ES.

Negativo Monoparasitismo  Biparasitismo  Poliparasitismo*  Total

N° Amostras 4 11 11 9 35

% de Amostras 11,43% 31,43% 31,43% 25,71% 100,0%
* Poliparasitismo — associagéo de trés ou mais parasitas

A associacao mais observada foi entre A. lumbricoides e T.
trichiura que se apresentou muito comum na regiao.

DISCUSSAO

Ao final dos resultados obtidos através das pesquisas, foi
possivel comprovar a alarmante incidéncia de enteropara-
sitos que acometem as criancas carentes da Rua Roberto
Mendes, em Guaculi.

Mas, mesmo com a baixa adesao ao projeto, foram obtidos
6timos resultados e um apoio da populacdo dentro do pre-
visto, indicando assim uma sensibilizacao moderada da co-
munidade frente a necessidade do diagnostico das parasi-
toses intestinais acometendo as criancas. Esta alta incidén-
cia é devida, principalmente, a 4gua nao potavel, destino
inadequado do lixo, falta de saneamento béasico, habito de
ingerir hortalicas cruas e principalmente falta de orien-
tacao quanto aos meios de prevencao.

Neste estudo, a alta freqiiéncia encontrada originou-se
tanto de uma transmissao interpessoal entre as criancas
quanto de contaminacoes de alimento e dgua, uma vez que
a comunidade carece de rede de saneamento basico e
abastecimento de agua potavel em grande nimero de resi-
déncias. O monoparasitismo ocorreu em 31,4% das cri-
ancas estudadas, enquanto que a freqiiéncia de poliparasi-
tismo foi 25,7%, e a de biparasitismo foi de 31,4%. Com re-
lacao aos helmintos, o A. lumbricoides foi o mais prevalen-
te, ocorrendo em 22 das 35 criancas, seguido pelo T. tri-
chiura (17), estando estes associados em 14 criancgas.
Estes dados condizem com os resultados obtidos por Ferra-
roni et all e Tavares-Dias e Grandini et al4, em suas publi-
cacoes de pesquisas realizadas com criancas carentes na
Cidade de Manaus — AM, e em Sao José da Bela Vista — SP,
respectivamente.

Foram detectados apenas dois casos de enterobiose através
dos exames realizados, sendo tal fato esperado uma vez
que nao foi utilizada uma metodologia apropriada para o
seu diagnostico.

Foram encontradas larvas de Strongyloides stercoralis e de
ovos de ancilostomideos, sugerindo que nas 4reas estuda-
das possivelmente esta ocorrendo a circulacao de parasitos
que infectem o homem através de mecanismos ativos cuta-
neos, talvez devido ao nao uso de calcados pela populacao
e um grande contato direto com solo contaminado por lar-
vas destes helmintos.

Apbs a obtencao dos resultados dos exames, estes foram
encaminhados ao pediatra do Posto de Satide que atende a
Comunidade, visando o tratamento, através dos medica-
mentos que foram conseguidos gratuitamente junto a se-
cretaria municipal de satude, promovendo assim o trata-
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mento mais adequado a cada parasitose. Para garantir a
manutencdo da saude das criangas, foram propostas algu-
mas palestras educativas enfocando medidas de prevencao
e alguns cuidados aos pais, as criancas e adolescentes,
abordando transmissao das enteroparasitoses, com intuito
de reduzir ou evitar novas infecgoes e reinfecgoes.

Apesar destas atividades desenvolvidas com as comunida-
des, os resultados demonstram a necessidade da imple-
mentacao de medidas de saneamento basico e programas
continuos, concomitantemente, visando a educacéo sanita-
ria, acompanhamento rotineiro das infecgdes parasitarias
bem como participacdo e verificacao da eficdcia do trata-
mento preconizado. A associacao destas medidas possibili-
ta uma melhoria da condicao de vida das criancgas, bem co-
mo da comunidade, o que, conseqientemente, reduz em
alguns casos o agravamento da desnutricao, melhorando o
aprendizado e o desenvolvimento destas criancas.
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Comparacao dos resultados obtidos pelos métodos
de contagem por campo e contagem de Addis modifi-
cada utilizados para a analise do sedimento urinario*

Comparison of the obtained results by the methods of counting by field and Addis' modified
counting used for the analysis of the urinary sediment

Marco Antonio Costa’, Gislaine Franco de Moura Costa®, Jacqueline Plewka Machado®, Juliana
Lucia Duarte’, Simone Kleckner Jazar® & Sabrina Souza Abrantes’

RESUMO - O exame de urina é amplamente utilizado na clinica, auxiliando no diagnéstico das patologias envolvendo o trato uriné-\
rio. E constituido por analise fisica, quimica e microscépica. Considera-se a possibilidade de dois tipos de exame do sedimento urina-
rio, o qualitativo, onde avalia-se o nimero de elementos por campo, e o quantitativo, onde realiza-se a contagem dos elementos em
camara de hemocitémetro e exprimem-se os resultados por mL de urina. As duas metodologias sdo amplamente aceitas, entretanto,
nao ha relatos que mostrem uma comparacao entre os valores encontrados nos dois métodos, nem uma comprovacao de qual destas
metodologias reflete melhor a realidade clinica do paciente. Estes fatos fundamentaram o presente estudo que teve como base a rea-
lizacdo de exames de urinas obtidas da rotina do Hospital Universitario do Oeste do Parana. Cada urina foi submetida a analise fisi-
co-quimica e microscépica pelas duas metodologias. Os resultados obtidos na microscopia foram correlacionados com a tira reagente,
com os prontudrios dos pacientes e também permitiram uma comparacao entre os métodos a procura de uma equivaléncia. Todos os
resultados indicaram a contagem de Addis modificada como a mais confidvel em revelar as alteracoes presentes nas amostras, assim
como mais concordante com a realidade clinica do paciente.

\PALAVRAS-CHAVE - Urindlise, Sedimentoscopia, Parcial de urina Y,

SUMMARY - The urine exam is thoroughly used in the clinic, helping in the diagnosis of the pathologies involving the urinary tract.\
It is constituted by physical, chemistry and microscopic analysis. It is considered the possibility of two types of exam of the urinary se-
diment, the qualitative, where the number of elements is evaluated by field, and the quantitative, where it takes place the counting
of the elements in hemocytometer camera and express the results for urine per milliliters. The two methodologies are accepted, ho-
wever, there are not reports that show a correlation among the values found by the two methods, nor a confirmation of which of the-
se methodologies better reflects the clinical reality of the patient. These facts justified the present study that had as base the accom-
plishment of exams of urines obtained of the routine of the University Hospital of the West of Parand. Each urine was submitted to the
physical-chemistry and microscopic analysis for the two methodologies. The results obtained in the microscopy were correlated with
the dipstick, with dossier of the patients and it also allowed search of the an equivalence by comparison among the two methods. Every
results indicated that the Addis modified counting was the most reliable in revealing the samples' alterations, as well as more concor-
dant with the clinical reality of the patients.

KEYWORDS - Urinalysis, Sedimentoscopy, Urine test
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avaliacdo da urina e nao obstante, novas técnicas continu-
ardao a expandir seu potencial diagnéstico.2 Em conjunto
da crescente importancia dada a este exame, nos ultimos
anos ele tem agregado avancos e inovacoes metodolégicas
a fim de aprimorar suas funcgoes, e a inclusao de métodos

INTRODUGAO

( ; rande aliado da medicina preventiva e da reducao dos
custos médicos, o exame parcial de urina, quando re-
alizado adequadamente, fornece informacoes valiosas que

sdo obtidas com um minimo de desgaste para o paciente e
de maneira indolor. **

Trata-se de uma prova rotineira, conhecida como um teste
de triagem de ampla utilizacao desde a mais remota anti-
gliidade. Tem a sua importancia evidenciada pela sua sim-
plicidade, baixo custo, facilidade na obtencao da amostra e
pela habilidade na detecgao de disturbios eventuais do or-
ganismo que possam estar afetando indiretamente a funcao
renal e produzindo resultados anormais no exame de urina,
como diabetes, hepatopatias, intoxicagoes, entre outras. As-
sim, como também, é extremamente 1til na deteccao de do-
encas renais e do sistema genitourindrio, dentre as quais,
deve-se destacar as glomerulonefrites, a sindrome nefréti-
ca, a glomeruloesclerose, a pielonefrite, a insuficiéncia re-
nal, a litiase, a cistite e até mesmo o cancer.**+>%’

Diversas técnicas laboratoriais encontram-se envolvidas na

automatizados na rotina laboratorial; tem contribuido sig-
nificativamente, auxiliando na decisao diagnoéstica rdpida
e precisa'&g,lo,is,ﬂ

No entanto, atualmente, a urindlise manual constitui-se a
prova diagnéstica que mais utiliza com este material, pro-
vavelmente devido a fatores econémicos e/ou
estruturais.®*"

A urinalise de rotina é basicamente composta pela analise
fisica, andlise quimica e exame microscépico. Antes da re-
alizacao de qualquer teste, deve-se avaliar os aspectos que
concernem a sua aceitabilidade, como condicbes de coleta,
armazenamento e identificacao. **¢

O exame fisico da urina corresponde a primeira andlise a
ser feita na urina. Estes resultados representam grande va-
lor na confirmacao ou explicacao das analises de testes bi-
oquimicos e microscopicos. A andlise fisica compreende a

Recebido em 09/06/2005
Aprovado em 27/07/2006
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observacao da cor, aspecto, volume, odor e densidade.**®
O exame quimico permite que sejam feitas pesquisas, do-
sagens e determinacoes dos diferentes elementos presen-
tes na urina, fornecendo valiosas informacdes diagnoésticas
a respeito de pH, proteinas, glicose, cetonas, sangue, bilir-
rubinas, urobilinogénio, nitrito e leucdcitos.3 Este teste bi-
oquimico geralmente é feito por meio de tiras reativas. Es-
tas constituem uma forma eficaz, simples, rdpida e econo-
mica de pesquisa e dosagem de elementos, além de dis-
pensarem conhecimento teérico e preparo bésico de técni-
cas nos laboratérios.*

Por sua vez, o exame microscépico do sedimento urindrio é
sem duvida, um dos elementos mais importantes para o di-
agnostico e prognoéstico das afecgdes do trato urindrio.'*
Tem a finalidade de detectar, identificar e quantificar os
elementos insoluveis oriundos do sangue, rins, parte infe-
rior do sistema urogenital e contaminacao externa. Estes
elementos incluem hemacias, leucdcitos, cilindros, células
epiteliais, bactérias, leveduras, parasitas, muco, esperma-
tozobides, cristais e artefatos.*® Quase sempre, o encontro de
elementos anormais no sedimento urindrio, relaciona-se
com disturbios das vias urindrias ou reprodutivas e sua de-
monstracdo é importante para fundamentar um diagnosti-
co suspeito.

Classicamente, considera-se a possibilidade de dois tipos
de exame do sedimento urindrio, o qualitativo e o quanti-
tativo. O exame qualitativo, conhecido como método de
contagem por campo, expressa os achados em numero de
elementos identificados por campo microscépico, toman-
do-se a média de varios campos examinados.’®

O exame quantitativo do sedimento urinério, também co-
nhecido como "Método de Addis modificado", fornece valo-
res mais precisos dos elementos presentes na urina, uma vez
que faz uso de uma camara de hemocitémetro, o que permi-
te que os resultados sejam expressos por ml de urina.’

Para a realizacdo do exame do sedimento urinario, alguns
laboratérios optam pelo método de Contagem de Addis
modificada, enquanto que outros utilizam a contagem por
campo. Assim, as duas metodologias e seus respectivos va-
lores de referéncia sao amplamente aceitos, permitindo fa-
cilmente a interpretacao das alteracdes que se fazem pre-
sentes na amostra. Porém, ndo hd uma comparacao entre
os valores encontrados nos dois métodos, o que tem trazi-
do dificuldades, principalmente, na andlise da intensidade
do processo. De forma andloga, também nao hd uma com-
provacao de qual dessas metodologias reflete melhor a re-
alidade da amostra perante a realidade clinica do pacien-
te. Assim, o objetivo deste trabalho foi estabelecer uma
comparacao entre as duas metodologias.

MATERIAL E METODOS

Foram realizados exames de urina em amostras obtidas da
rotina do Hospital Universitdrio do Oeste do Parana
(HUOP) no municipio de Cascavel, no Parana, no periodo
de setembro de 2003 a maio de 2004.

Cada amostra enviada ao setor de Citopatologia do hospi-
tal foi submetida as andlises fisica e quimica, por meio das
tiras reagentes (dipsticks)*® e microscépica, sendo que a
microscopia foi realizada por ambos os métodos, contagem
por campo e contagem de Addis modificada. ***"

Os resultados encontrados, assim como os dados do paci-
ente, foram devidamente registrados para posterior com-
paracdo entre os métodos microscopicos, além de uma
comparacao dos mesmos com a tira reagente e com a rea-
lidade clinica do paciente.
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RESULTADOS

Um total de 100 amostras de urina foram submetidas aos
exames com o objetivo de fazer uma comparacgao entre os
métodos microscopicos que pudesse resultar em uma com-
paracao de dados. Os resultados foram comparados, utili-
zando-se como parametro, os valores de referéncia padro-
nizados para cada elemento urindrio para os dois métodos
empregados na sedimentoscopia.®’* Valores fora deste
padrao indicam alteragdes patoldgicas.

Para a comparacao entre os valores encontrados nas duas
contagens os dados foram tabulados conforme observados
nas tabelas 01 e 02, as quais contém os resultados para
leucécitos, hemacias, células epiteliais e cilindros.

Para a comparacao entre os valores encontrados nas duas
contagens os dados foram tabulados conforme observados
nas tabelas 1 e 2, as quais contém os resultados para leu-
cocitos, hemdcias, células epiteliais e cilindros.

TABELA |
Correlacao entre o nimero de elementos encontrados
pelos métodos de Contagem por campo e Contagem de
Addis Modificada.

NUMERO DE LEUCOCITOS | NUMERO DE HEMACIAS NUMERO DE CELULAS
ENCONTRADOS ENCONTRADAS EPITELIAIS ENCONTRADAS
POR CAMPO | PORmL DE | PORCAMPO | PORmLDE |PORCAMPO | PORmLDE
MICROSCOPI URINA MICROSCOPI URINA MICROSCOPI URINA
co co co
00 1000 00 1000 00 500
01 250 a 17500 01 1000 a 10000 01 250 a 23500
02 500 a 19750 02 1000 a 19000 02 1000 a 24000
03 1750 a 18750 03 5000 a 26000 03 250 a 16500
04 2000 a 32000 04 8000 a 30000 04 5000 a 25000
05 2000 a 36000 05 7000 a 66000 05 12000 a 42000
07 7000 a 57500 06 29000 06 23000 a 40500
08 11250 a 35500 07 25000 07 25000 a 58750
10 27000 a 71750 09 156000 08 18750 a 56000
14 7000 a 72000 10 15000 a 109000 09 17250 a 99000
16 96000 11 42000 10 40000
20 190000 12 55000 12 27000
24 138250 14 80000 14 21500
39 317000 16 128000 18 86000
40 120000 18 77000 19 96750
43 115500 20 113000
45 148750 21 104000
47 85000 23 96000
70 88000 32 105000
73 114000 78 25000
80 87250 Mais de 100 De 725000 a
Mais de 100 De 289000 a 5120000
1712500
TABELA 11

Correlacao entre o numero de Cilindros Hialinos,
Granulosos e Leucocitarios encontrados pelos
métodos de Contagem por Campo e Contagem

de Addis Modificada.

NUMERO DE CILIND ROS
POR mL DE URINA.

NUMERO DE
CILINDROS POR CAMPO
MICROSC OPICO

TIPOS DE CILINDR OS
ENCONTRAD OS

Cilindros Hia linos 0 550
Menos que 01 110 a 1760
01 110 a 5940
02 4250
04 14740
Cilindros Granulosos Menos que 01 220 a 2200
01 2200
04 690
05 16830
Cilindros Le ucocitarios 01 1870
02 8580
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Para enfatizar estes achados, as figura 1, 2 e 3 demonstram
um comparativo entre os resultados considerados normais
para leucécitos, hemdcias e células epiteliais, respectiva-
mente, pela contagem por campo e seus valores correspon-
dentes expressos em mL de urina.
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FIGURA 1 - Grafico comparativo entre os resultados padronizados
como normais (de O a 5) para leucécitos pela Contagem por
Campo e seus valores correspondentes expressos por ml de urina.
A linha tracada indica um limite a partir do qual valores superiores
representam os elementos expressos por ml de urina que estao
fora dos padroes de normalidade, apesar de serem considerados
normais quando expressos por campo microscopico.
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FIGURA 2 - Grafico comparativo entre os resultados padronizados
como normais (de 0 a 3) para hemacias pela Contagem por Campo
e seus valores correspondentes expressos por ml de urina. A linha
tracada indica um limite a partir da qual valores superiores repre-
sentam os elementos expressos por ml de urina que estao fora dos
padroes de normalidade, apesar de serem considerados normais
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FIGURA 3 - Grafico comparativo entre os resultados padronizados
como normais (de 0 a 5) para células epiteliais pela Contagem por
Campo e seus valores correspondentes expressos por ml de urina.
A linha tracada indica um limite a partir da qual valores superiores
representam os elementos expressos por ml de urina que estao
fora dos padrées de normalidade, apesar de serem considerados
normais quando expressos por campo microscopico.

Para a andlise comparativa entre a contagem por campo e a
contagem de Addis modificada em relacao a tira reagente,
100 exames parciais de urina foram realizados. Destes, 20
(20%) nao apresentaram alteragoes na tira reagente. As uri-
nas que apresentaram alteracoes somaram 80%, sendo que
foram encontrados 39 casos de proteinuria (39%), 35 casos
de hemoglobinuria (35%), e 6 casos de nitrito(6%)( figura 4).

ANALISE DA TIRA REAGENTE

20%

6%

35%

H HEMOGLOBINURIA
O URINAS NAO ALTERADAS

@ PROTEINURIA
ONITRITOS

Figura 4 : Principais alteracoes observadas com o uso de tira reagente

A partir destes resultados, fez-se um comparativo analisan-
do cada urina pelos dois métodos de contagem sedimen-
toscopica para verificar se as duas contagens refletiam ou
nao as alteracgoes. Verificou-se que para a proteintria, de
um total de 39 alteracoes, 38 foram evidenciadas pelos dois
métodos e somente em 1 caso o reflexo desta alteracao foi
detectado pela contagem em camara e ndo por campo.
Quanto a hemoglobintria, das 35 alteracgdes, 28 foram de-
monstrados pelos dois métodos enquanto que 7 delas nao
foram detectadas pela contagem por campo. J& em relagao
ao nitrito, ambas as refletiram a positividade. (figura 5).

227



454

404

351

301

NUMERO DE 25
URINAS
ALTERADAS 207

154

101

CAMPO CAMARA

IGUALDADE

METODOS DE CONTAGEM
EPROTEINURIA IHEMOGLOBINURIA ONITRITO

Figura 5: Comparacao da deteccao de alteracoes da fita pelos diferen-
tes métodos de contagem.

Para estabelecer uma comparacao entre os exames micros-
copicos com a clinica dos pacientes, 41 exames de urina fo-
ram realizados seguindo-se ambas as metodologias, e os
resultados das urinas foram comparados com os prontudri-
os dos mesmos. Destes, 26 casos (63,42%) ndo apresenta-
ram qualquer diferenca entre os métodos, ou seja, ambos
revelaram ou ndo a presenca das patologias através do nua-
mero de hemadcias e/ou leucocitos detectados nas conta-
gens. Porém em 15 casos (36,58%), a contagem por cama-
ra se mostrou superior em detectar alteracoes nao visuali-
zadas pela contagem por campo.

DISCUSSAO

Nos ultimos anos temos visto o incremento das andlises au-
tomatizadas em Laboratoérios de Andlises Clinicas em todos
os setores, incluindo a urinélise. No entanto, apesar destes
avancos tecnolégicos, o que se observa é que a maioria dos
laboratérios de nosso pais, ainda realizam estes exames
manualmente.

COSTAVAL et al. (2003)” demonstram nao haver necessi-
dade de realizacao de analise sedimentoscépica quando o
resultado da andlise quimica, através da tira reagente é
normal, porém, a realizacdo do exame do sedimento uriné-
rio ainda acontece para todas as urinas da rotina da maio-
ria dos laboratoérios, os quais a fazem ou pelo método quan-
titativo ou pela contagem por campo. Entretanto, algumas
dificuldades tém sido observadas principalmente na anali-
se da intensidade do processo, pois os clinicos podem rece-
bé-los pelos dois métodos, o que tem dificultado esta pa-
dronizacgédo. Além disso, alguns profissionais demonstram a
preferéncia pelos resultados emitidos por mL de urina®.
Assim, nossos resultados estabeleceram uma comparacao
entre os valores encontrados na contagem por campo e os
valores correspondentes na contagem em camara.
Considerando-se os valores de referéncia padronizados
para cada elemento urinario, diferencas marcantes entre as
contagens podem ser observadas. Como demonstrado na
tabela 1 e na figura 1, valores da contagem de leucdécitos
que indicam um quadro de normalidade quando realizado
por campo (0 a 5 por campo) nao apresentaram o mesmo
significado clinico na contagem em cdmara, visto que os
valores variam desde normais (até 7000 por mL) até altera-
dos. O mesmo padrao é encontrado quando comparamos
os resultados da contagem de hemadcias e células epiteliais
(tabela 1, figuras 2 e 3).

Em relacao aos valores considerados anormais para as duas
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metodologias, podemos observar também grandes va-
riagoes, principalmente no que diz respeito a intensidade do
processo. Os resultados das tabelas 1 e 2 demonstram que a
contagem por campo falha em demonstrar a verdadeira in-
tensidade, visto que a contagem em camara revela valores
muito diferentes para a mesma contagem por campo.
Devemos considerar também, que na contagem dos cilin-
dros, como demonstrado na tabela 2, em uma unica urina,
os cilindros foram encontrados quando a contagem foi rea-
lizada em camara (resultado considerado normal) o que
nao aconteceu quando observado por campo.

Para ressaltar esses achados, vale relembrar a diferenca na
metodologia das duas contagens, onde, para realizar a sedi-
mentoscopia pela contagem por campo partimos de 0,5 mL
do sedimento e para realizar em camara partimos de 1 mL,
fato este que nos levaria a crer que a contagem por campo
mostraria maior reprodutibilidade quanto as alteragoes e su-
as intensidades, o que interessantemente nao ocorreu.
Vérios fatores podem contribuir para o achado. Na conta-
gem em cdmara observa-se um maior volume de urina, de-
vido a sua profundidade', sendo que o reticulo da camara
facilita a observacao de detalhes e favorece a visualizacao
pelo observador. Na contagem por campo hé o prejuizo de
se contar campos aleatoérios, os quais nem sempre apresen-
tam a realidade da amostra devido a dificuldade de se ob-
ter campos homogeneamente distribuidos, o que ndo acon-
tece em camara, pois o reticulo delimita a area a ser conta-
da. E ainda temos que considerar a subjetividade do
observador.

De acordo com os resultados encontrados durante a com-
paracao entre as metodologias estudadas com a tira rea-
gente, observamos que a contagem de Addis aparente-
mente permite confirmar com maior sensibilidade os ele-
mentos quimicos anormais detectados pela tira na urina,
principalmente o aparecimento de hemoglobina advinda
da destruicao das hemdcias.

Quanto aos dados encontrados durante o estabelecimento
de uma comparacao entre os exames, com a clinica do pa-
ciente, observamos novamente que a contagem por cama-
ra obteve uma melhor performance em revelar as alte-
racoes presentes na amostra.

Nossos resultados sdo comparativos com um numero limi-
tado de amostras, mesmo assim nos levam a crer que uri-
nas com alteracoes podem nao ser detectadas ou ainda, po-
dem nao revelar a verdadeira intensidade quando a sedi-
mentoscopia for realizada pela contagem por campo. As-
sim, outros trabalhos com um nimero maior de amostras e
com uma correlacdo estatistica devem ser realizados para
comprovar este fato.
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RESUMO - As talassemias sao distirbios hereditarios da hemoglobina e estdo relacionadas ao processo de miscigenacao e da dina-
mica dos genes em cada populacao. Existem dois grupos de talassemias, as do tipo alfa e as do tipo beta. A forma de prevencao é o
diagnoéstico precoce, conscientizagao e acompanhamento clinico do afetado. Dentre os testes utilizados para o diagnoéstico das beta ta-
lassemias estdo a dosagem de hemoglobinas HbA: e fetal. Neste trabalho realizamos uma avaliacao da variacao dos niveis das hemo-
globinas A: e F, em 214 pacientes higidos, estudantes da Universidade Catélica de Goids. A dosagem das hemoglobinas foi realizada
pela metodologia da cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Os resultados mostraram que 12,6% e 5,1% dos pacientes,
apresentaram valores de HbA: e HbF, respectivamente, acima do recomendado pela metodologia. Contudo, observamos que os valo-
res de referéncia atualmente utilizados para a Hb A: estao dentro de limites bastante estreitos. Concluimos com esse trabalho que se
faz necessario uma revisao e conseqiientemente ampliacao dos valores de referéncia para a Hb A:, para a metodologia da HPLC, vi-
sando uma melhor aplicacdo no diagnéstico das beta talassemias.

PALAVRAS-CHAVE - Talassemia beta, hemoglobina A., hemoglobina fetal, diagnéstico laboratorial, HPLC.

/

/e SUMMARY - Thalassemias are hemoglobin hereditary disturbances related to the racial mixing and gene dynamics in each popula-
tion. There are two groups of thalassemias, alfa and beta. The prevention is the precocious diagnostic, education and clinical obser-
vance of the affected individuals. Among the used tests for beta thalassemias are the measurement of HbA2 and fetal hemoglobins.
In this study we evaluate the variation levels of hemoglobins A2 and F in 214 healthy patients that are also students of the Catholic
University of Goias. The hemoglobin measurement was carried out by high performance liquid chromatography (HPLC) methodology.
The results show that 12,6% and 5,1% of the patients presented values of HbA2 and HbF above the limits of the methodology. Howe-
ver, we observed that the reference values used nowadays for HbA2 fraction are within very narrow limits. We conclude which it is
necessary a revision and consequently a change toward an amplification of these adopted reference values for HPLC methodology ai-

ming a better use in the beta thalassemias diagnostic

\KEYWORDS - beta thalassemia, hemoglobin A2, fetal hemoglobin, laboratory diagnostics, HPLC. J

INTRODUCAO

s genes situados no braco curto do cromossomo 11 e

16 sao responsaveis pela sintese das globinas do tipo
beta e alfa, respectivamente. As combinacoes entre as ca-
deias das globinas (alfa e beta) e destas com os grupos he-
me formam as diferentes hemoglobinas humanas, denomi-
nadas por hemoglobina A (02f32), hemoglobina A2 (a2d2) e
hemoglobina fetal (a2y2)".
A sintese das cadeias globinicas alfa e beta exige um rigo-
roso e preciso controle génico, resultando em um equili-
brio de producao de cada uma das cadeias, de modo que
as quantidades produzidas sao equivalentes para formar
exatamente os pares que compdem o tetramero globinico
da hemoglobina. Entretanto podem ocorrer alteracoes tan-
to na sintese estrutural quanto na producao quantitativa
das globinas, resultando nas hemoglobinas anormais, mais
particularmente em hemoglobinopatias ou em talassemias,
respectivamente®.
Tanto as hemoglobinopatias quanto as talassemias sao dis-

turbios hereditdrios da hemoglobina " e que se apresen-
tam como sendo as alteragoes genéticas mais freqiientes
nas populacdes humanas *® . A prevaléncia é muito vari-
ada, dependendo do grupo étnico formador de cada popu-
lacdo. Além disso, as migracdes no mundo moderno estao
muito facilitadas e as combinacdes génicas para as anemi-
as hereditérias ocorrem de forma aleatéria, propiciando
uma grande heterogeneidade genética »** .

Alguns exames laboratoriais, como a quantificacao das He-
moglobinas A2 e fetal, a andlise dos indices hematimétri-
cos, o estudo da morfologia eritrocitaria e o teste de resis-
téncia globular osmética dos eritrécitos a salina 0,36% asso-
ciados a histéria clinica e familiar do paciente sao procedi-
mentos para o diagnostico da beta talassemia 7 **. Entre-
tanto, valores hematimétricos limitrofes e hemoglobina A2
normais nao sao excludentes para a beta talassemia *°®.
Portanto, o objetivo desse trabalho foi o de avaliar a va-
riacdao das hemoglobinas A2 e fetal em pessoas higidas do-
sadas pela metodologia da cromatografia liquida de alta
performance (HPLC).
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MATERIAL DE METODOS

Foram analisadas 214 amostras de sangue, obtidas por
puncao venosa, utilizando solucao comercial de anticoagulan-
te EDTA (10 g/dl), 1 gota para cada 5 ml de sangue, ap6s con-
sentimento livre e esclarecido. As amostras estudadas foram
de estudantes saudéveis da Universidade Catolica de Goias,
Campus de Goiania, provenientes de diferentes regides do
estado de Goiés. Todos os participantes apresentavam o eri-
trograma dentro dos valores limites da normalidade. Os eri-
trogramas foram realizados no aparelho ABXPentra® 60.
Além do eritrograma foram realizados outros testes de auxilio
diagnostico: teste de resisténcia osmoética a salina 0,36% 12;
eletroforese alcalina de hemoglobina cujo hemolisado foi pre-
parado com solucdo de saponina a 1% 9 e a quantificacdo das
hemoglobinas A2 e F foram realizadas por Cromatografia Li-
quida de Alta Performance (HPLC) de troca i6nica utilizando o
Sistema Variant (Bio-Rad®) pelo programa b Short Thal. Todas
as metodologias empregadas foram realizadas no LEPAH —
Laboratério de Estudo e Pesquisa de Anemia Hereditéria —
Prof. Dr. Paulo Cesar Naoum - do Departamento de Biomedi-
cina da Universidade Catdlica de Goids, no periodo de agosto
a dezembro de 2004.

Estatisticas descritivas (média, desvio-padrao, coeficiente de
variacdo, erro padrao) para as variaveis analisadas foram cal-
culadas para o total dos dados e para os dados agrupados em
4 classes de Hb A2 (estabelecidos por um intervalo constan-
te de 0,5, com minimos e maximo entre 2,0 e 4,0) e de Hb F,
também com intervalos de 0,5 e minimos e maximos de 0,1 e
2,1. Essas divisoes em 4 classes dentro do intervalo normal pa-
ra a Hb A2 definido por Naoum&Naoum (2004) objetivaram
avaliar a distribuicao das amostras e verificar possiveis va-
riagoes de normalidades das demais varidveis analisadas (Hb
A, Hb F, VCM e RDW) dentro do intervalo de normalidade em
relacdo aos novos valores de referéncia.

RESULTADOS

As 214 amostras selecionadas de alunos higidos da Universi-
dade Catélica de Goiads que apresentaram o eritrograma nor-
mal foram submetidas ao teste de resisténcia osmética a sali-
na 0,36%. Todos os resultados foram negativos para esta me-
todologia, em sequida, as amostras foram analisadas por ele-
troforese alcalina de hemoglobina apresentando perfis com-
pativeis com genétipo AA. As dosagens das hemoglobinas A,
A2 e fetal realizadas por HPLC, apresentaram uma grande
variedade de resultados, sendo que os valores médios dos re-
sultados obtidos estao representados nas tabelas 1 e 2. Os va-
lores de todas as varidveis foram estabelecidos de acordo com
os pardmetros de normalidade para a Hb A2. Ressalta-se que
a maioria dos valores encontrados, estd no intervalo de 2,5 a
3,5 (93,9%) de acordo com os parametros de normalidade,
enquanto que para o Hb F o intervalo foi de 0,1 a 1,1 (92,8%).

TABELA |
Valores de hemoglobina a’ e outros parametros hemato-
légicos de alunos higidos da ucg

Intervalos N° de
Grupos para amostras %
Hb A2  constata das

Média Média Média VCM RDW
Hb A Hb A2 Hb F médio médio

1 20-249 5 14 97,1 23 0,0 89,6 10,7
2 25-299 91 42,5 96,9 2,8 0,3 90,7 1.1
3 3,0-349 110 51,4 95,5 31 0,5 89,1 10,9
4 35- 4,0 8 3.8 96,4 3,6 0,2 89,7 10,6
Médias - - 96,2 3,0 0,4 89,8 11,0
DP - - 0,55 0,02 0,35 4,81 0,38
Ccv - - 0,57 0,67 87,5 5,36 3,45
EP — - 0,04 0,001 0,02 0,33 0,03
Total 214 100,0 - - - - -
DP — Desvio padrao CV - Coeficiente de variagao EP — Erro padréo
232

TABELA 11
Valores da hemoglobina fetal e outros parametros
hematolégicos de alunos higidos da ucg

N° de 2 & -
Intervalos Média Média Média VCM RDW
OrUPOS parabpF AMON® % pa  HbA2  HDF  médio  médio
1 0,1-0,59 23 20,7 96,7 2,9 0,4 88,6 10,8
2 0,6 —1,09 80 72,1 96,3 3,0 0,6 89,3 11,0
3 1,1-1,59 5 45 95,9 31 11 90,1 10,7
4 16-21 3 2,7 95,3 31 16 91,2 10,3
Médias - - 96,3 3,0 0,7 89,4 10,9
DP - - 0,55 0,02 0,09 4,81 0,38
CcVv - - 0,57 0,67 12,9 5,38 3,48
EP - - 0,05 0,002 0,008 0,46 0,04
Total 111 100,0 - - - - -

DP - Desvio padrédo CV - Coeficiente de variagdo EP - Erro padrdo

O valor critico adotado para as hemoglobinas Fetal e A2
foi, respectivamente, de 1,0 e 3,25%, de acordo com o limi-
tes superiores de referéncia recomendados pelo fabricante
para a metodologia HPLC (Instruction Manual — Bio-Rad —
Variant TM, b — Thalassemia Short Program).

Para a varidvel Hb A2, assumindo que hé diferencas esta-
tisticas ao acaso entre a populacao estudada e a geral de
referéncia utilizada para estabelecer os limites pela meto-
dologia HPLC, seria de se esperar que cerca de 11 (5,1%)
individuos fossem, ao acaso, maiores do que o valor critico
de 3,25 (ou metade desse ntimero, para um teste unicaudal
de 5%, ou seja, 0,05 x 214 @ 11). Entretanto, em nosso tra-
balho, 27 individuos (12,6%) apresentaram valores maiores
do que o limite superior de referéncia sugerido pelo fabri-
cante. Esse numero foi de duas vezes maior do que o espe-
rado por um erro ao acaso das populacoes analisadas.
Para a variavel Hb F, assumindo que ha diferencas estatisti-
cas ao acaso entre a populacao estudada e a geral de refe-
réncia utilizada para estabelecer os limites de normalidade
pela metodologia HPLC, seria de se esperar que cerca de 6
individuos fossem ao acaso maiores do que o valor critico de
1,0% e foram encontrados 8 individuos. Utilizando-se o tes-
te ndo paramétrico (teste do sinal), ndo foi demonstrada uma
diferenca significativa entre esses valores (a = 0,05).

DISCUSSAO

A evolucao ocorrida nas metodologias laboratoriais para a
quantificacao das fragcdes hemoglobinicas tem sido um im-
portante instrumento no diagnéstico dos disturbios das he-
moglobinas, principalmente os relacionados com as hemo-
globinas A2 e fetal. A hemoglobina A2 aumentada € um
parametro significativo para o diagnostico da beta talasse-
mia menor. J4 a hemoglobina fetal aumentada é encontra-
da na persisténcia hereditdria de hemoglobina fetal, nas
hemoglobinopatias S, C e interagdes entre variadas hemo-
globinopatias e talassemias .

Das 214 amostras de pessoas higidas constatadas (tabela
2), 111 apresentaram valores maiores ou iguais a 0,1% pa-
ra a hemoglobina fetal. Os valores variaram de 0,2 a 1,7 %.
Sendo que em 103 amostras os valores percentuais obtidos
foram menores ou iguais a 1,0 %, os quais estdo dentro do
intervalo recomendado para os dois métodos (HPLC e Bet-
ke). Entretanto, 8 pacientes apresentaram valores de he-
moglobina fetal acima de 1,0%, representando, cerca de
7,2% das amostras analisadas. O VCM destes pacientes
variou de 86 a 92, com média de 90,8 fl. O maior valor en-
contrado para Hb F foi de 1,7% e a média desse grupo foi
de 1,3% (dados nao apresentados).

Os valores para hemoglobina A2 (tabela 1), variaram de
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2,4 a 3,8% (dados nao apresentados). A média encontrada
foi de 3,0 %, nas 214 amostras. Este valor esta exatamente
coincidente com a média dos valores recomendados por
Naoum&Naoum (2004) e diverge da média recomendada
pelo fabricante (2,5%) do equipamento da HPLC. Entre-
tanto, 27 pacientes com VCM variando entre 88,0 a 93,0 e
média de 89,2 fl apresentaram valores maiores do que o li-
mite superior recomendado pelo fabricante (3,25%) do
equipamento de HPLC. A média da hemoglobina A2 para
esses pacientes foi de 3,4 % e o maior valor encontrado foi
de 3,8%. De fato, constatamos que o valor obtido é de apro-
ximadamente duas vezes e meia maior do que o esperado.
Esses valores poderiam ser atribuidos nao a um desloca-
mento dos valores referenciais, mas sim a um excesso de
pacientes com valores normalmente altos para as HbA2.
Se esse fosse o caso as distribuicoes estatisticas dessas va-
ridveis seriam assimétricas a direta. Entretanto, as varia-
veis para HbA2 e HbF apresentam distribuicao normal. As-
sim, justifica-se a ampliacao dos valores referenciais para a
HbAZ2 para acomodar esses desvios.

O valor de referéncia recomendado pelo fabricante é de
1,75 a 3,25 % e menor que 1,0 %, respectivamente para as
hemoglobinas A2 e F, utilizando o método de dosagem por
cromatografia de alta performance (HPLC) (Instruction
Manual - Bio-Rad - Variant TM, b — Thalassemia Short
Program). Entretanto, constatamos que os valores de HbA2
encontrados no presente trabalho, estao situados de ampli-
tude de 2,0 a 4,0%. Portanto, estao em concordancia com
os valores de referéncia sugeridos por Naoum&Naoum
(2004) em pessoas higidas. Ja para os valores de referéncia
para HbF os diversos métodos utilizados, recomendam va-
lores de até 1,0%, (método por eluicao; teste de desnatu-
racao alcalina8, e pelo fabricante). Os valores encontrados
por nés para HbF estdo em concordancia com esses diver-
sos métodos.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos por este trabalho evidenciam a neces-
sidade de ampliacao dos valores referencias para a hemo-
globina A2 pela metodologia da HPLC. Os novos valores
propostos por Naoum&Naoum (2004) sao plenamente satis-
fatérios, uma vez que é de primordial importancia levar em
consideracdo a heterogeneidade genética da populacao
brasileira, antes da interpretacao dos resultados obtidos pe-
la metodologia HPLC. No entanto, os resultados obtidos por
HPLC para hemoglobina fetal mostram compatibilidade
com os limites recomendados tanto por Naoum&Naoum
(2004) como pelo fabricante. Apesar do aumento exclusivo
da Hb F para 8 pacientes, esse grupo nao pode ser enqua-
drado como sendo portadores de persisténcia hereditaria de
hemoglobina fetal 8, sendo que toda a hematimetria apre-
sentou-se dentro dos limites de normalidade.
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Importancia da deteccao de anticorpos anti-HBc na
prevencao da transmissao do virus da hepatite B
(VHB) em bancos de sangue*

Importance of anti-HBC antibodies determination in blood transfusion centers to prevent the
post-transfusional hepatitis B virus (HBV)

Miriam Maria Caetano' & Sandra Trevisan Beck®

/RESUMO - Estima-se que a prevaléncia global do virus da hepatite B (VHB) seja de aproximadamente 350 milhdes de portadores\
cronicos. No Brasil esta prevaléncia é de 8%, respeitando-se variagoes regionais. Um dos maiores riscos para transmissao desta in-
feccao sao transfusdes sangtiinea e seus derivados. Para prevencao da Hepatite B transfusional, sdo pesquisados os marcadores HBsAg
, 0 anticorpo Anti-HBc, e alanina amino transferase (ALT), os quais demonstram a presenca de diferentes perfis sorolégicos entre os
doadores de sangue. Foram analisados registros das pesquisas sorolégicas realizadas para a triagem de doadores de sangue do ban-
co de sangue da cidade de Santiago-RS, Brasil, no ano de 2004. Foi estimada uma prevaléncia de 1,9% para a infeccao pelo VHB, com
1,59% dos individuos reagentes apenas para o marcador anti-HBc . A presenca deste perfil sorolégico foi discutido, levando em con-
ta a possibilidade de nao deteccao de baixos niveis de HBsAg ou presenca de cepas mutantes. Frente a esta possibilidade ressalta-se
a importdncia da manutencao da determinacao do marcador anti-HBc na triagem soroldgica de doadores de sangue.
PALAVRAS-CHAVE - Hepatite B, HBsAg, Anti-HBc, transfusdao

\KEYWORDS - hepatitis B, HBsAg, Anti-HBc, transfusion

/SUMMARY - The global prevalence of hepatitis B virus (HBV) is estimated to be 350 million of chronic carriers. In Brazil this preva-
lence is about eight percent (8%), with regional variations. One of the greatest risks for the transmission of this infection is blood trans-
fusions and blood derivates. To prevent the post-transfusion hepatitis B, the markers HBsAg, the antibody Anti-HBc, and the transa-
minase ALT are determined, and show the presence of different serological profiles among the blood donators. Data from the blood
transfusion center in Santiago/RS, Brazil, was analyzed in the year of 2004. The prevalence estimated was 1.9 % for HBV infection,
with 1.59 % of these individuals reagents only to the anti-HBc . The existence of this serological profile has been discussed conside-
ring the possibility of undetectable low levels of HBsAg or the presence of mutant strains. In front of this possibility it is important to
continue determining the anti-HBc marker in the serological blood donor screening.

/
~

/

INTRODUCAO

os ultimos anos a medicina transfusional tem evoluido

bastante, gracas ao aprimoramento dos testes de tria-
gem realizados nos bancos de sangue. Com isso, a preva-
léncia de doencas infecciosas pos-transfusionais tém dimi-
nuido consideravelmente, embora o risco continue existin-
do, ocorrem em aproximadamente uma a cada 63.000 uni-
dades transfundidas®.
O controle rigoroso do sangue e derivados € um dos res-
ponséaveis pela prevencao e controle da transmissao do vi-
rus da hepatite B (VHB). Para isto, sao realizados os testes
sorolégicos, para deteccdo do antigeno de superficie
(HBsAg) e do anticorpo contra proteinas do nucleo (anti-
HBc). A realizacao de mais de um marcador é de suma im-
portancia, permitindo diminuir o risco de ndo deteccao dos
marcadores durante a infeccdo (janela imunoldgica), uma
vez que cada um deles poderd ser detectado no soro em fa-
ses diferentes da doenca.
O periodo de incubacao do VHB varia de 2 a 6 meses. O
HBsAg poderd ser detectado entre um e cinco meses apos
o contato com o virus, permanecendo por 30 a 180 dias.
Além de o HBsAg ser o primeiro marcador a ser detectado
no curso da infeccao pelo VHB, este podera permanecer
durante todo o periodo da infeccdao nos portadores croni-
cos. Antes mesmo do desaparecimento deste antigeno,
aparece o anticorpo anti-HBc. Por ser o primeiro anticorpo
presente, e algumas vezes o inico marcador detectado du-

rante a evolucao da infecgao, o anti-HBc poderd indicar
tanto infeccao aguda pelo VHB (anti-HBc IgM) como iden-
tificar individuos que entraram em contado com o virus
(anti-HBc-IgG), pois este marcador usualmente persiste
apos a eliminacao do virus “. Dificuldades na interpretacao
deste marcador aparecem quando o anti-HBc é encontrado
sem correspondente reatividade para HBsAg ou anti-HBs.
Geralmente, o HBsAg nao é encontrado ao mesmo tempo
que seu anticorpo anti-HBs. O aparecimento do anti-HBs é
bastante variado, de 1 a 10 semanas apds o desapareci-
mento do HBsAg, podendo ser duradouro, transitério ou
nunca existir. Sua presenca é de grande importancia uma
vez que é o anticorpo neutralizante, o qual confere imuni-
dade protetora ©.

O presente estudo tem como objetivo apresentar a preva-
léncia dos marcadores para hepatite B (HBsAg, Anti-HBc)
entre doadores voluntarios de sangue do Banco de Sangue
de Santiago -RS, bem como, relacionar a importancia da
determinacao de anti- HBc na prevencao da hepatite B
transfusional.

MATERIAIS E METODOS

Para a realizacao deste trabalho foram analisados os resul-
tados das pesquisas sorolégicas de marcadores de hepatite
B, obtidos apoés triagem sorolégica de rotina. O levanta-
mento dos dados foi feito através dos registros encontrados
nos arquivo do banco de sangue da cidade de Santiago/RS,
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entre o periodo de janeiro a dezembro de 2004.

Os testes sorolégicos foram realizados pela Central de So-
rologia, em Porto Alegre - RS.

Para determinacao dos marcadores sorolégicos HBsAg e
anti-HBc foram utilizados testes imunoenziméticos (ELISA)
comerciais. A analise dos valores da alanina amino transfe-
rase (ALT), antes chamada TGP, realizados pelo método ci-
nético, também foram considerados.

Casuistica:

Entre os 2.451 doadores voluntarios analisados, 450
(18,4%) eram do sexo feminino e 2001 (81,6%) do sexo
masculino. A idade dos doadores variou entre 18 e 65 anos,
com predomindancia da faixa etdria entre 29-39 anos, sendo
destes 37% do sexo masculino e 44% do sexo feminino.

RESULTADOS

Apbs a andlise dos resultados sorolégicos da pesquisa de
HBsAg e anti-HBc, dos 2.451 doadores, 48 (1,95%), apre-
sentaram reatividade para pelo menos um destes marcado-
res, sendo entdo esta a prevaléncia sorolégica para Hepa-
tite B nesta populacao (tabela 1)

TABELA |
Prevaléncia sorolégica para marcadores de VHB (anti-
HBc/HBsAg) na populacao estudada.

Marcadores n°(%)
Anti-HBc reagente 39 (1,59)
Anti-HBc e HBsA(g reagente 9 (0,36)
Anti-HBc e HBsAg néo reagentes | 2403(98,04)

Em relacao as dosagens de ALT foi verificado predominan-
cia de valores normais entre os individuos nao reagentes
para HBsAg . Nos individuos portadores crénicos (HBsAg
reagentes) a transaminase foi encontrada em niveis nor-
mais ou alterada em uma proporcao semelhante nos dois
grupos. (tabela 2)

TABELA I
Correlacao dos marcadores sorolégicos para o Virus da
Hepatite B e transaminases na populacao estudada.

Marcadores Doadores em estudo
n (%)
Anti-HBc reagente /ALT normal 38 (1,5)
Anti-HBc reagente / ALT alterada 1(0,04)
Anti-HBc e HBsAg reagente/ALT normal 5(0,20)
Anti-HBc e HBsAg reagente /ALT alterada 4(0,16)
Anti-HBc e HBsAg néo reagente /ALT normal 2.412 (98,4)
Anti-HBc e HBsAg ndo reagente/ ALT alterada 1(0,04)

2% 11%

79%

B HBsAg reagente e ALT normal m HBsAg reagente e ALT alterada
o HBsAg ndo reagente e ALT normal m HBsAg ndo reagente e ALT alteradal

Figura 1 - Doadores de sangue voluntarios Anti-HBc reagente
correlacionado com HBsAg e ALT

236

Considerando apenas os individuos que apresentaram rea-
tividade para o marcador Anti-HBc, foi verificado que a
maior percentagem (79%) apresentava HBsAg néao rea-
gente e ALT normal. J&, quando os dois marcadores estive-
ram presentes, o nivel da ALT nao mostrou correlacao al-
guma, podendo estar normal ou alterada, independente da
reatividade dos mesmos (Figura 1).

DISCUSSAO

A prevaléncia média, no Brasil, do VHB é em torno de 8%.
Nos estados do Sul é da ordem de 0,3 % a 1,7 %, em Sao
Paulo e Rio de Janeiro 1,0 a 2,1 % e no nordeste e na regiao
amazonica 2,8 a 10,3 % (11). Isto demonstra a variacao da
prevaléncia entre os estados do Brasil para esta infeccao.
Considerando a presenca de reatividade para qualquer um
dos marcadores pesquisados neste estudo, como indicio de
contato com o VHB, a prevaléncia encontrada de 1,9% |,
apresenta-se um pouco acima da descrita na literatura. Da
mesma forma a prevaléncia de 0,36%, encontrada para an-
ti-HBc + HBsAg reagentes, foi maior que a descrita em es-
tudo realizado entre os doadores de sangue da Fundacao
Pr6-Sangue/Hemocentro de Sao Paulo @, onde esta preva-
léncia foi de 0,14%. De forma inversa, o presente estudo
apresentou um menor nimero de casos reagentes, apenas
para o marcador anti-HBc (1,59%)(tabela 1), contra 3,35%
citado por Salles et al.(2003). Contudo, devemos considerar
que estas prevaléncias podem variar de regido para regiao,
devido a diversos fatores como: triagem prévia do doador
de sangue, perfil do doador que procura o banco de sangue,
porcentagem de pessoas que doam sangue pela primeira
vez, testes com principios diferentes (automatizados ou nao)
empregados nas pesquisas dos marcadores para o VHB.
Apesar de a maioria dos testes utilizados para o diagnoéstico
sorolégico ser normalmente bastante sensivel e especifico,
estes nao conseguem detectar todos os casos de Hepatite B.
Diversos estudos mostram que, depois de realizada a tria-
gem soroldgica convencional (HBsAg/ anti-HBc), ao ser re-
alizada a pesquisa de anti-HBs nos individuos nao reagen-
tes para HBsAg, mas reagentes para anti-HBc, 10 a 34%
serao nao reagentes também para anti-HBs, sendo classifi-
cados como anti-HBc isolado (2,3): A presencga desse perfil
sorolégico continua sendo associada a: infeccdo antiga,
com baixos niveis de anti- HBs; periodo de janela imunol6-
gica ; falsa reacao positiva e portador créonico com HBsAg
ndo detectavel (8). Através de testes de amplificacdo de
acidos nucléicos (NAT), Sucupira (1997) comprovou pre-
senca de VHB-DNA em 1,34% de doadores HBsAg nega-
tivo/anti-HBc positivo.

Entre os individuos que apresentaram reatividade para an-
ti-HBc, 39(81%) nao apresentaram reatividade para
HBsAg (figl). Apesar de no presente estudo nao ter sido
realizada a pesquisa do anticorpo anti-HBs nos individuos
reagentes apenas para anti-HBc, considerando as preva-
léncias citadas acima, teria-se entre 4 (10%) a 13 (34%)
destes 39 doadores classificados como anti-HBc isolados.
A deteccao destes casos pode estar evitando além da trans-
missdao da cepa selvagem (ndo detectada devido a baixa
carga viral presente neste individuo com niveis indetecta-
veis de HBsAg) também a transmissao de cepas mutantes.
Entre individuos que apresentam reatividade isolada para
anti - HBc, o diagnéstico de cepa mutante apresenta uma
prevaléncia entre 0,7 a 1% 2.

Atualmente, a nao deteccao do marcador HBsAg, devido o
aparecimento destas cepas mutantes tem preocupado. A
sensibilidade analitica dos ensaios para a deteccdo do
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HBsAg pode depender do gendtipo ou subtipo do VHB 9.
A hepatite B oculta (HBsAg nao reagente com pesquisa
molecular para o VHB-DNA positiva) tem sido responséavel
por casos de Hepatite B descrita em pacientes submetidos
a hemodidlise ©. Em relacao a dosagem de transaminase,
todos os hemodialisados do estudo citado apresentaram
ALT em niveis normais, o que vem de encontro com os da-
dos descritos na tabela 2, onde apenas um dos doadores
anti-HBc isolado apresentou ALT alterada.

CONCLUSAO

Apesar de resultados isolados de anti-HBc poder significar
apenas falsa reacao positiva, levando ao descarte desne-
cessario de bolsas de sangue, pode também estar detectan-
do infeccao passada, com baixos niveis de anti- HBs .
Mais relevante ainda é a possibilidade de esta determi-
nagao, mesmo que em pequeno numero de casos, estar evi-
tando a transmissao de cepas mutantes, ou cepas selva-
gens, que nao sao detectadas pelas limitacoes nos métodos
convencionais ainda utilizados na triagem dos doadores de
sangue, sendo entdo o custo beneficio da determinacao
deste marcador favordvel a sua realizacao.
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Vaginose bacteriana em mulheres carentes menopau-
sadas e nao menopausadas*

Bacterial vaginosis in pre-menopausal and pos-menopausal deprived women

Beatriz Schlatter Hasenack’; Ana Karina Miqueldo’; Audrey de Souza Marquez'; Eryka Helena
Trapp e Pinheiro’; Francielle Ferreira Soares®; Mariane Panichi Siqueira® & Renata da Silva Diniz’

RESUMO - O presente estudo visou determinar a prevaléncia de vaginose bacteriana (VB) em mulheres carentes menopausadas e\
nao menopausadas e avaliar a presenca de leucécitos nos esfregagos vaginais positivos para esta patologia. Duzentos e vinte e oito
mulheres carentes residentes na zona leste de Londrina, Parana, foram submetidas a exames laboratoriais que incluiam dosagens hor-
monais e bacterioscopia ao Gram de secrecao vaginal. A VB foi definida através da bacterioscopia, segundo os critérios propostos por
Nugent et al. Foram considerados com leucocitose os esfregacos com contagem de leucdcitos = 2 cruzes. Os dados foram analisados
estatisticamente usando-se o teste t. A prevaléncia da VB nas mulheres menopausadas (81) e ndo menopausadas (147) foi de 27,2%
e 26,5% respectivamente (p = 0,4593). Nas mulheres menopausadas com VB (22), a leucocitose ocorreu em 10 (45,5%) e nas mulhe-
res nao menopausadas com VB (39), esta condicao foi observada em 13 (33,3%) (p = 0,1783). Este estudo sugere que as modificacoes
do epitélio vaginal comumente evidenciadas nas mulheres menopausadas nao alteram significativamente a prevaléncia da VB e de-
monstra que a esperada auséncia de leucdcitos nesta patologia pode néo ser observada em um nimero expressivo de esfregacos va-

ginais.

\PALAVRAS-CHAVE - vaginose bacteriana, menopausa, leucécitos.

ginal smears.
KEYWORDS - bacterial vaginosis, menopause, leukocytes.

/SUMMARY - The aim of the present study was to determine the prevalence of bacterial vaginosis (VB) in pre-menopausal and pos-
menopausal deprived women and to evaluate the presence of leucocytes in the positive smears for this pathology. Two hundred twen-
ty eight women residents in the east region of Londrina, Parand, were submitted to laboratory exams that include hormones dosages
and Gram-stained-smear evaluation of vaginal sample. The VB was defined through Gram-stain-smear evaluation according to the
criteria proposed by Nugent et al. It was considered with leukocytosis those smears that presented the quantification of leukocytes =
2 points. The data was analyzed statistically using t-test. The prevalence of VB in pos-menopausal (81) and pre-menopausal (147) wo-
men was 27,2% and 26,5%, respectively (p = 0,4593). In pos-menopausal women presenting VB (22), 10 (45,5%) presented leukocy-
tosis and in pre-menopausal women presenting VB (39), this condition was evidenced in 13 (33,3%) (p = 0,1783). This study suggests
that the vaginal epithelium modifications commonly observed in pos-menopausal women do not alter significantly the prevalence of
VB and demonstrates that the expected absence of leukocytes in this pathology may be not observed in an important number of va-

/
~

/

INTRODUCAO

Avaginose bacteriana (VB) foi originalmente descrita
por GARDNER & DUKES (1955) como uma vaginite
ndo especifica caracterizada por secrecao vaginal acinzen-
tada, de odor fétido, com pH mais elevado que o normal e
com minima inflamacéao local, tendo como agente causal a
Gardnerella vaginalis (Haemophilus vaginalis). Atualmen-
te, sabe-se que G. vaginalis ndo é o Gnico agente envolvi-
do na VB, mas que esta é resultante de uma alteracao da
microbiota vaginal em que os lactobacilos (Bacilos de Do6-
derlein), normalmente predominantes, sao substituidos por
uma microbiota mista que inclui, além de G. vaginalis, ou-
tros microrganismos anaerébios como Bacteroides spp.,
Mobiluncus spp., Peptoestreptococcus spp. e microaeroéfi-
los, como Mycoplasma hominis (NUGENT et al., 1991).

Inicialmente, a VB foi considerada uma doenca sexual-
mente transmissivel, porém como alguns estudos reporta-
ram seu diagnéstico em mulheres virgens, o cardter sexual
de transmissao desta enfermidade permanece uma inc6g-
nita até hoje. Em contrapartida, certos fatores de risco as-
sociados ao desenvolvimento desta enfermidade ja foram
definidos; alguns, inclusive, relacionados com fatores sexu-
ais, como uso de dispositivo intra-uterino (DIU), idade, nt-
mero de parceiros sexuais, inicio da vida sexual e nimero
de relacoes sexuais semanais (ZANINI-KOSLINSKI, 1995;

WANG, 2000; AVILES et al., 2004).

A grande importancia de se diagnosticar corretamente a
VB é decorrente da associacao desta enfermidade com va-
rios problemas obstétricos e seqiielas ginecolégicas, como
infeccoes do trato genital superior (PAAVONEN et al,
1987; ESCHENBACH et al., 1988; HAGGERTY et al,
2004), aumento do risco de aquisicdo e transmissao do vi-
rus da imunodeficiéncia adquirida (HASHEMI et al., 2000;
SCHMID et al., 2000), aquisicao do virus Herpes Simplex
tipo 2 (CHERPES et al., 2003) e aumento do risco para o de-
senvolvimento de infeccao do trato urindrio (HARMANLI
et al., 1995; HILLERBRAND et al., 2002). Assim, o médico
ginecologista, apds avaliar sua paciente com queixas de
leucorréia ou de corrimento vaginal mal-cheiroso, faz sua
hipétese diagnodstica e procura confirmd-la com exames
clinicos e laboratoriais.

Segundo AMSEL et al (1983), o diagnéstico clinico de VB é
confirmado quando pelo menos trés dos seguintes critérios
estdo presentes: 1) corrimento delgado, homogéneo; 2) pH
superior a 4,5; 3) teste das aminas positivo; e 4) presenca de
Clue cells. A sensibilidade e o valor preditivo positivo des-
tes critérios sdao de 90% (WANG, 2000). Considerando que
mais da metade das mulheres com VB é assintomatica, a
utilizacao destes critérios para o diagnéstico desta condicao
muitas vezes € inconclusiva (MITCHEL, 2004).

Dentre os métodos laboratoriais, a técnica de coloracdo de
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Papanicolau para esfregacos de secregoes vaginais é con-
siderada a de menor sensibilidade, embora de razoavel
sensibilidade, tanto para diagnosticar VB como para iden-
tificar os morfotipos de Mobiluncus spp.. Paralelamente, a
observacao de esfregacos corados por Gram possibilita a
deteccao do desequilibrio bacteriano, pois permite a visu-
alizacao e quantificacao de bacilos Gram positivos (suges-
tivos de lactobacilos), cocobacilos Gram variaveis (sugesti-
vos de G. vaginalis) e bacilos Gram negativos curvos (su-
gestivos de Mobiluncus spp.) (JUNIOR & CAVALCANTE,
2004). NUGENT et al. (1991) sugeriram um sistema de es-
cores (0 a 10) para o diagnéstico da VB, o qual é resultan-
te da soma de valores diferenciados para a observacao
quantitativa dos seguintes morfotipos na bacterioscopia:
lactobacilos, G. vaginalis ou Bacteroides spp. e bacilos
Gram negativos curvos. Assim, a VB seria confirmada
quando o escore resultasse em valores de 7 a 10 (tabela 1).
Apesar de freqiientemente encontradas na bacterioscopia
de secrecoes vaginais de pacientes com VB, as clue cells ou
células-alvo (células epiteliais escamosas cobertas por co-
cobacilos sugestivos de G. vaginalis, que deixam os bordos
das células obscurecidos, principalmente quando o contet-
do vaginal é submetido ao exame a fresco) nao foram in-
cluidas na padronizacao da interpretacao deste exame pe-
los referidos autores. A cultura raramente é realizada de
rotina, pois é de dificil interpretacéo, visto que G. vagina-
lis é isolada de 40 a 50% das mulheres saudaveis (SPIEGEL
et al., 1983; MAZZULLI et al., 1990).

A VB usualmente nao é acompanhada por uma resposta
inflamatéria, razdo da utilizacdo do sufixo "ose”, distin-
guindo este quadro daqueles causados por Candida spp. e
Trichomonas vaginalis, classicamente denominados de va-
ginites (SPIEGEL, 1991; CATLIN, 1992). A possivel razao
para a auséncia de leucdcitos na secregao parece estar re-
lacionada com a inibicdo da quimiotaxia destas células em
conseqiiéncia da producao de &cido succinico pelas bacté-
rias normalmente presentes nesta condicdo, como Prevo-
tella spp. e Mobiluncus spp. (AL-MUSHRIF et al., 2000).
Alguns autores, entretanto, detectaram um numero au-
mentado de leucécitos em quadros de VB, enquanto outros
sugerem que a presenca de leucécitos polimorfonucleares
em abundancia nao é compativel com esta sindrome, ge-
rando controvérsias em relacao ao seu diagnostico e a uti-
lizacao do termo vaginose para definir esta patologia (DE-
MIREZEN, 2003; JUNIOR & CAVALCANTE, 2004).

Muito se especula sobre a influéncia da microbiota vaginal
normal sobre a incidéncia das infec¢oes genitais femininas.
Sabe-se que a vagina é um meio dinamico, complexo e que
possui uma microbiota residente formada por bactérias ae-
robias e anaerdbias, cuja composicdo varia na mesma mu-
lher em funcao de sua idade, fase do ciclo menstrual e
ocorréncia de gestacao (SPIEGEL, 1991; VASQUEZ et al.,
2002; MITCHEL, 2004). Dentre os fatores que influem na
manutencdo da microbiota normal da vagina esta a acidez,
que se relaciona diretamente com a quantidade de acido
latico. Os lactobacilos sdo os microrganismos predominan-
tes na vagina da mulher no menacme. Sao os responsaveis
pela manutencao do pH baixo local, e devido a producao
de perdxido de hidrogénio, restringem o crescimento de
microrganismos potencialmente patogénicos (ESCHEN-
BACH et al., 1989). Também, os niveis de estrogénios in-
terferem no pH vaginal, pois estes hormonios estao relaci-
onados com a deposicao de glicogénio nas células vagi-
nais, o qual é decomposto em monossacarideos pelas fosfo-
rilases e glicosidases da camada muscular da vagina e,
posteriormente, convertido em &cido latico pelos lactobaci-
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los. Quando a mulher inicia o periodo da menopausa, ocor-
re diminuicao de estrogénio, o epitélio vaginal torna-se ex-
tremamente delgado, ocasionando diminuicdo ou até au-
séncia de glicogénio. Acredita-se que a reducao do glico-
génio seja responsavel, pelo menos parcialmente, pela di-
minuicao de lactobacilos e elevacao do pH evidenciadas
na vagina destas mulheres. Esta mudanca do ambiente
permite que a vagina seja colonizada por bactérias patogé-
nicas e, teoricamente, predispoe estas mulheres as in-
fecgoes genitais (HILLIER & LAU, 1997, CARDOSO et al.,
2000; HALBE et al., 2000; GALHARDO et al., 2001).

A prevaléncia da VB é variavel, podendo ser desde 4% em
estudantes universitarias, 10% em mulheres em idade re-
produtiva e, na populacao geral, até 50% em populacdes
de alto risco para uma doenca sexualmente transmissivel
(WANDERLEY et al., 2001; AVILES et al., 2004). Em ver-
dade, a prevaléncia exata é ignorada pelo fato desta enfer-
midade ndo ser uma doenca de notificacdo compulsoria
(CUNHA, 1996). Nas mulheres menopausadas, em funcao
das alteracoes vaginais anteriormente descritas, a preva-
léncia da VB é particularmente controvertida (WANDER-
LEY et al., 2001).

Neste contexto, o presente estudo visou determinar a pre-
valéncia de VB em mulheres carentes, menopausadas e
nao-menopausadas, e avaliar a presenca de leucécitos nos
esfregacos vaginais positivos para esta patologia.

MATERIAIS E METODOS

De setembro de 2003 a setembro de 2004 foram investiga-
das 228 mulheres carentes com idade entre 14 e 82 anos,
residentes na drea A da zona leste da cidade de Londrina
(bairros Jardim Monte Cristo, Santa Fé e Marabd), Paran4,
as quais foram submetidas a exames laboratoriais que in-
clufam as dosagens dos hormonios luteinizante (LH), foli-
culo estimulante (FSH) e estradiol, e exame a fresco e bac-
terioscopia ao Gram de secrecao de fundo de saco vaginal.
A coleta das amostras bioldgicas foi realizada em local
apropriado no Centro da Pastoral Santana, situado na re-
giao Leste de Londrina/PR. Todas as pacientes que aceita-
ram participar da pesquisa responderam a um questionario
com o objetivo de avaliar a presenca de sintomas genitou-
rindrios, doencas de base, uso de medicamentos e situacao
s6cio-economica. Adicionalmente, ao final do questiondrio,
as mulheres participantes assinaram um termo de consen-
timento autorizando a realizacao dos exames e a utilizacao
dos resultados dos mesmos para fins de pesquisa.

As amostras colhidas foram transportadas até o Laborat6-
rio de Andlises Clinicas da Universidade Norte do Parana
(LAC), onde foram processadas conforme os respectivos
manuais de Procedimentos Operacionais Padrao (POP).
De acordo com os resultados das dosagens hormonais e
presenca de ciclos menstruais regulares, as mulheres fo-
ram classificadas em menopausadas e ndo menopausadas.
Foram consideradas mulheres menopausadas aquelas que
relatavam auséncia de ciclos menstruais e cujas dosagens
hormonais se enquadravam nos seguintes valores: FSH =
20 mUI/ml, LH = 15 mUI/m], estradiol £ 60ng/ml.

Os esfregacgos corados pelo método de Gram foram anali-
sados em microscépio 6ptico com objetiva de imersdao com
a finalidade de determinar a microbiota presente e quanti-
ficar o nimero de leucécitos e células epiteliais. A VB foi
definida de acordo com os critérios propostos por Nugent
et al., ap6s a conversao da leitura realizada em cruzes uti-
lizada rotineiramente pelo LAC para a quantificacao pa-
dronizada pelos autores (nimero de microrganismos ob-
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servados por campo de imersao) (tabela 1). A presenca de
leucécitos foi contabilizada empregando-se a quantifi-
cacao numérica em cruzes (0 até 4 cruzes). Foram conside-
rados com leucocitose os esfregacos com contagem de leu-
cocitos = 2 cruzes.

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente
por meio do teste t e o nivel de significancia foi fixado em
5% (p = 0,095).

TABELA |
Sistema de escores para diagnéstico de vaginose bacte-
riana proposto por Nugent et al. (1991) e adaptado para
o resultado padronizado no Laboratério de Analises
Clinicas da UNOPAR (LAC):

Gradiente de Nugent

Ndmero de morfotipos Resultado em cruzes
Morfologia dos observados por campo de
microrganismos imerséo (quantificacéo padronizada | Escore
pelo LAC)
(padronizagéo de Nugent et
al.)
>30 3+ ou 4+ 0
5-30 2+ 1
Lactobacilos 1-4 1+ 2
-del raros 3
(] ausentes 4
acilos Gram-variaveis >5 2+, 3+ ou 4+ 2
:urvos, sugestivos de 1-4 raros, 1+ 1
Mobiluncus spp. 0 ausentes 0
>30 3+ ou 4+ 4
Gardnerella ou 5-30 2+ 3
Bacteroides spp. 1-4 1+ 2
-del raros 1
0 ausentes 0
Soma dos escores:
0 a 3: normal

4 a 6: indefinido
7 a 10: vaginose bacteriana

RESULTADOS

Das 228 mulheres analisadas, 81 (35,5%) eram menopau-
sadas e 147 (64,5%) eram nao menopausadas. A prevalén-
cia da VB (escore de Nugent = 7) nas mulheres menopau-
sadas e ndo menopausadas foi de 27,2% e 26,5% respecti-
vamente (p = 0,4593). Nas mulheres menopausadas com
VB (22), a leucocitose ocorreu em 10 (45,5%) e nas mulhe-
res ndo menopausadas com VB (39), esta condicao foi ob-
servada em 13 (33,3%) (p = 0,1783). Os resultados obtidos
estao impressos na tabela 2.

TABELA Il
Diagnéstico de vaginose bacteriana (VB) e presenca de
leucécitos na avaliagdo microscépica de esfregacos va-
ginais corados ao Gram das mulheres menopausadas e
nao menopausadas estudadas:

Mulheres Mulheres néo Total ANALISE
menopausadas menopausadas ESTATISTICA
(teste t)
n 81 (35,5%) 147 (64,5%) 228 (100%) -
VB 22 (27,2%) 39 (26,5%) 61 (26,8%) p = 0,4593
Leucdcitos na 10 (45,5%) 13 (33,3%) 23 (37,7%) p=0,1783
VB

Nas mulheres com VB, em nenhum dos esfregacos corados
pelo método de Gram foi detectado leveduras com ou sem
pseudo-hifas sugestivas de Candida spp., assim como, no
exame a fresco, nao foram visualizados protozodrios flage-
lados sugestivos de Trichomonas vaginalis, descartando a
possibilidade de co-infeccao por estes agentes.

DISCUSSAO

A prevaléncia da VB varia de acordo com a populacao es-
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tudada. Esta variacao parece estar relacionada com o nivel
s6cio econdmico da paciente avaliada, com sua idade, além
de depender do método de diagnéstico utilizado (ADAD et
al., 2001). Neste trabalho, observou-se que a prevaléncia
da VB diagnosticada pela bacterioscopia corada ao Gram,
segundo os critérios propostos por Nugent et al., nas mu-
lheres menopausadas e nao menopausadas foi praticamen-
te equivalente, 27,2 e 26,5%, respectivamente (p = 0,4593).
Este resultado nao esta de acordo com outros estudos, os
quais reportam uma menor prevaléncia desta condicdo nas
mulheres acima dos 40 anos (ADAD et al., 2001) e nas mu-
lheres menopausadas (CAUCI et al., 2002). Na verdade, a
constatacao da menor prevaléncia desta patologia em mu-
lheres menopausadas representa aparentemente um para-
doxo, visto que a fase da menopausa é acompanhada por
um impressionante decréscimo na colonizacao vaginal por
lactobacilos e aumento do pH, fatores supostamente pre-
disponentes as infec¢des vaginais, particularmente aquelas
relacionadas com pH superiores a 4,5, como a VB. HILLI-
ER & LAU (1997), estudando a microflora vaginal de 73
mulheres pés-menopausadas nao submetidas a reposicao
estrogénica, detectaram diminuicdo da colonizacdo por
lactobacilos facultativos e leveduras nestas mulheres
quando comparadas a outras em idade fértil. Trés micror-
ganismos associados com VB - G. vaginalis, Prevotella bi-
via e Mycoplasma hominis - foram também isolados com
freqiiéncia menor. Estes resultados, sequndo os autores,
ajudam a explicar o aumento da freqiiéncia de VB nas mu-
lheres férteis. No entanto, WANDERLEY et al. (2001) rela-
taram uma prevaléncia similar de VB em mulheres infér-
teis (idade média 30,5 anos) e mulheres menopausadas
(idade média 52 anos), alertando para a possibilidade da
existéncia de outros fatores interferentes na freqiiéncia
desta infeccdo, como uso de duchas vaginais, resisténcia
individual as modificacoes da microbiota local, entre ou-
tros. Assim, para melhor compreender o resultado obtido
em nossa pesquisa, estes fatores e outros, como ntimero de
parceiros sexuais e numero de relacées sexuais, precisam
ser analisados.

O termo “vaginose bacteriana” ao invés de “vaginite ines-
pecifica” foi proposto pelo sueco Westrom em 1984 porque
as bactérias envolvidas nesta sindrome ja estavam, na épo-
ca, definidas e porque nenhuma reacao inflamatéria nor-
malmente é detectada neste quadro (CUNHA, 1996). No
nosso estudo, a presenca aumentada de leucécitos (2 cru-
zes) na bacterioscopia ocorreu em 45,5% e 33,3% dos es-
fregagos vaginais das mulheres menopausadas e nao me-
nopausadas, respectivamente. Apesar da diferenca das
porcentagens nos dois grupos nao ter sido significativa (p
= 0,1783), seus valores sao bastante elevados, consideran-
do o conceito original de que esta sindrome infecciosa nao
é acompanhada por uma inflamacao local importante. JU-
NIOR & CAVALCANTE (2004) também detectaram leuco-
citose em uma porcentagem significativa de esfregacos de
pacientes com VB corados pelo método de Gram. Estes au-
tores reportaram que na presenca de bacilos Gram negati-
vos curvos sugestivos de Mobiluncus spp., um maior ni-
mero de leucécitos foi observado, especificamente em
57,5% dos casos, e que quando o escore de Nugent foi de
9 e 10, a leucocitose ocorreu em 25,6 e 37,2, respectiva-
mente. A associacdo de Mobiluncus spp. com um maior
numero de leucdcitos é surpreendente, ja que este micror-
ganismo justamente esta relacionado com a inibicao da
resposta inflamatéria observada nos quadros tipicos de VB,
segundo AL-MUSHRIF et al. (2000). Por outro lado, DON-
DERS et al. (2000), na tentativa de determinar uma relacao
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entre os achados microscépicos de amostras de secrecao
vaginal e os resultados da cultura, presenca de lactato e
succinato no conteudo vaginal e concentracdo de citocinas
selecionadas, concluiram que existe uma correlacdo entre
a presenca de leucocitose vaginal e a concentracdao de uma
variedade de citocinas, demonstrando que fatores ineren-
tes ao hospedeiro, além daqueles relacionados com a mi-
crobiota presente, também interferem na concentracao de
leucécitos em amostras vaginais. No nosso levantamento,
em nenhum dos casos diagnosticados de VB foram identi-
ficados Candida spp. e Trichomonas vaginalis, os quais po-
deriam justificar a presenca de leucécitos nas secrecoes de
fundo de saco vaginal estudadas. Portanto, a leucocitose
observada em mais de 30% dos esfregacos vaginais de pa-
cientes com VB no nosso estudo poderia ser decorrente do
préprio quadro infeccioso, da influéncia causada pela pro-
ducao de determinadas citocinas ou eventualmente pode-
ria ser explicada pela concomitancia de infec¢ées em outro
local do trato genital, como endocervicite causada por
Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, ou
Mycoplasma hominis, as quais nao foram pesquisadas nes-
ta populacao.

Em conclusdo, o presente estudo sugere que as modifi-
cacoes do epitélio vaginal comumente evidenciadas nas
mulheres menopausadas nao alteram significativamente a
prevaléncia da VB e demonstra que a esperada auséncia
de leucdécitos nesta patologia pode nao ser observada em
um numero expressivo de esfregacos vaginais.
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Caracterizacao dos biofilmes formados em filtros de
carvao ativado de sistemas de purificacao de agua em
laboratérios clinicos

Characterization of biofilmes formed in filters of activated coal of systems of purificacao of
water in clinical laboratories
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RESUMO - A 4dgua purificada constitui o principal componente de muitos reagentes, tampdes e diluentes usados nos laboratérios de
andlises clinicas. Ela é também um componente indireto dos testes quando é usada para lavar e sanitizar instrumentos e equipamen-
tos laboratoriais. A dgua purificada também € uma causa potencial de erros no laboratério. Qualquer tipo de agua purificada deve ser
validada de acordo com o seu uso e propoésito. Neste estudo avaliou-se a diversidade microbiana dos biofilmes encontrados em filtros
de carvao ativado de sistemas de purificacdo de agua de 8 laboratérios de andlises clinicas através de trés métodos (andlise com mi-
croscopia eletronica e por coloracgao fluorescente com acridina-orange, sequenciamento do DNA ribossomal (rDNA) 16S, amplificacao
e sequenciamento dos 165 subclones de comunidades microbianas encontradas nos biofilmes e pesquisa de bactérias heterotréficas
na agua dos filtros de carvao ativado). Somente os métodos moleculares identificaram todas as bactérias nos biofilmes, as quais repre-
sentaram 22 géneros. Os microrganismos mais comumente encontrados de acordo com as analises de TDNA 16S foram aqueles per-
tencentes a familia Pseudomonadaceae (37%). Os resultados indicaram que o contetido microbiano dos filtros de carvao ativado foi
maior pela manha, antes do inicio das atividades do laboratério, do que durante o dia. Também foram analisados o carbono organico
total (TOC) e o carbono organico assimilavel (AOC) e os resultados mostraram que a ocorréncia dos biofilmes também estavam asso-
ciados com valores de TOC e AOC maiores que 0,2 mg/L e 52,4 ng/L, respectivamente. Os resultados confirmaram as limitacoes das
técnicas baseadas em cultura para detectar e identificar as bactérias nos biofilmes formados em filtros de carvao ativado nos labora-
térios clinicos. Para realizar um adequado tratamento de purificagdo da agua para fins laboratoriais € importante compreender as ne-
cessidades especificas requeridas para o uso de agua reagente. Entendendo que as impurezas da agua podem afetar os testes labo-
ratoriais, torna-se critico detectar as mudancas na qualidade do sistema e as anéalises de controle devem ser realizadas periodicamen-
te para detectar e estabelecer quando deve ser feita a manutencao e troca dos filtros.

\PALAVRAS-CHAVE - Agua reagente para laboratérios clinicos, d4gua purificada, biofilmes. Y,

/s SUMMARY - Purified water constitutes the major component of many reagents, buffers, and diluents used in clinical laboratory tes-
ting. It can also become an indirect component of tests when it is used for washing and sanitizing instruments and laboratory ware.
Purified water also is a potential cause of laboratory error. Any type of purified water should be validated as fit for purpose before
being used in clinical laboratory testing. In this study we investigated the microbial diversity of biofilms found in activated carbon fil-
ters in water purification systems in 8 clinical laboratory by three methods (microscopic examination by scanning electron microscopy
and acridine-orange fluorescent staining, 16S ribosomal DNA (rDNA) sequencing and culture-independent direct amplification and
sequencing of 165 subclones from community biofilm 16S rDNA, and heterotrophic plate count cultivated in water from activated car-
bon filters). Only molecular methods identified all bacteria in biofilms, which represented 22 genera. The most common organisms, as
shown by analyses of 16S rDNA, belonged to the family Pseudomonadaceae (37%). Results indicated that the microbial content of ac-
tivated carbon filters were higher on overnight standing than by flushing the next day. Total organic carbon (TOC) and assimilable or-
ganic carbon (AOC) were also analysed and the results showed that the occurrence of biofilms also could be associated with TOC and
AOC levels greater than 0.2 mg/L and 52.4 ug/L, respectively. The results reflect the limitations of culture-based techniques to detect
and identify bacteria in biofilms from activated carbon filters in the clinical laboratory. In order to provide the proper purification sys-
tem, it is important to understand the specific needs and requirements of laboratory grade water. Understanding water impurities that
affect laboratory testing is critical to detect changes in the quality of system, and the measurements should be trended to detect drift
and anticipate maintenance and change of filters.

KEYWORDS - Clinical laboratory reagent water, purified water, biofilms. Y,
INTRODUGAO Dentre os érgaos que definem a qualidade da agua para la-
boratérios estao o National Committee for Clinical Labora-
A dgua utilizada em laboratérios de analises clinicas re- tory Standards (NCCLS, atual Clinical and Laboratory
cebe uma denominacao e apresenta especificacoes di- | Standards Institute [CLSI], a American Society for Testing
ferentes daquela destinada a fins farmacéuticos, sendo de- | Materials [ASTM] e o College of American Pathologists
nominada “dgua reagente” e, de acordo com sua utili- [CAP]). Estas entidades classificam quatro tipos de agua
zacdo, requer maior ou menor grau de pureza. No Brasil, reagente que sao selecionadas pelos profissionais dos labo-
muitos laboratérios clinicos seguem as especificagdes de | Tatorios clinicos de acordo com as necessidades dos seus
algumas agéncias regulamentadoras que definem os re- ensaios, definindo entdo o tipo de agua, suas especifi-
quisitos para o controle de qualidade e utilizagdo da dgua cagoes, métodos de obtencao e os controles de qualidade
reagente®. que devem ser realizados para manter a integridade da
4dgua que serd utilizada.
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De acordo com o documento C3-A3 do entao NCCLS16, a
agua reagente é classificada em:
 Agua reagente tipo I: 4gua com a melhor qualidade, ide-
al para métodos de andlise que requeiram minima interfe-
réncia e maxima precisao e exatidao (ex: dosagem de ele-
mentos e metais pesados, espectrometria, absorcao atomi-
ca, procedimentos enzimadticos, eletroforese, cromatografia
liquida de alta performance (HPLC), preparo de solugao-
padrao e tampao e processos que requerem baixa carga
microbiana). Deve ser utilizada no momento em que é pro-
duzida e nao pode ser estocada, para evitar contaminacao.
» Agua reagente tipo II: uso geral em laboratérios para pro-
cedimentos em que € tolerada a presenca de microrganis-
mos, resistividade baixa e quantidade maior de silica (ex:
métodos analiticos e procedimentos bioquimicos ndo enzi-
maticos, procedimentos em imunologia e hematologia).
Deve ser utilizada no mesmo dia da coleta.
e Agua reagente tipo III: utilizada em procedimentos que
requerem a remocao de contaminantes especificos, como
endotoxinas, substancias organicas ou outros nao especifi-
cados, como parametros obrigatérios para os demais tipos
de &gua.
O ¢6rgao regulamentador mais comumente seguido no Bra-
sil € o CLSI/NCCLS, que define os parametros para a clas-
sificacao dos tipos de dgua citados, sendo que cada um de-
les deve atender as especificacoes estabelecidas para cada
tipo de agua (Tabela-1).
TABELA |

Parametros para a qualidade da agua reagente segundo

o CLSI/NCCLS.

Parametros AguaTipol  Agua Tipo Il Agua Tipo 111
pHa25°C NA NA 50a8,0
Resistividade minima a 25 °C (MQ/cm) >10 >2 >1
Condutividade méaxima a 25 °C (uS/cm) <01 <05 <10
Silica (mg/L) <0,05 <01 <1
Sélidos totais (mg/L) 0,1 1 5
Carbono organico total - TOC (mg/L) <0,05 <02 1
Cloro livre Zero Zero Zero
Contagem de bactérias heterotréficas (UFC/mL) <10 10 NA

NA = Néo aplicado

Um sistema de tratamento de dgua deve ser projetado em
funcao das impurezas existentes na dgua de alimentacao.
Existem quatro tipos principais de contaminantes na agua
de alimentacao que entra no sistema de tratamento de
dgua, cuja remocao é de fundamental importancia para
preservar a vida util dos aparelhos, bem como dos filtros e
nao sobrecarregar o sistema. Os principais contaminantes
existentes na dgua de alimentacéo sao:

e Contaminantes particulados: formados por substancias
organicas e inorgénicas insoltveis e suspensas na agua.
Tem origem na prépria fonte de agua, devido a residuos li-
berados do metal da tubulacao, lama, poeira, silica, mate-
rial organico e mineral, podendo formar particulas em sus-
pensdo e entupir filtros, vélvulas e membranas, além de
auxiliar no processo de formacao de biofilmes.

e Contaminantes inorganicos dissolvidos: formados por
ions como cdlcio, magnésio, ferro, cloretos, fosfatos, além
de metais pesados, gases como o CO2 e silicatos.

¢ Contaminantes organicos dissolvidos: tem origem na
natureza, decorrentes da degradacao vegetativa, pestici-
das, solventes, compostos organicos e residuos de tecidos
animais e vegetais. O carbono organico é utilizado pelas
bactérias heterotréficas para a producao de novos materi-
ais celulares e como fonte de energia. A maior parte do car-
bono organico na agua de alimentacao tem origem de ve-
getais degradados que caem nos leitos dos rios e passam
para o sistema de abastecimento publico. Estes compostos
podem incluir &cidos fulvicos, carboidratos poliméricos,
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proteinas e acidos carboxilicos. O carbono organico assimi-
lavel (Assimilable Organic Carbon, AOC) é a porcao do
carbono organico total (Total Organic Carbon, TOC) que
pode ser prontamente utilizada pelos organismos aquaticos
para o seu crescimento. Frequentemente, o AOC constitui
somente uma fracao (0,1 a 9%) do TOC™.

e Contaminacao microbioldgica: a dgua contém grande
quantidade de microrganismos que podem se aderir nos
recipientes de estocagem e resinas de troca i6nica ou
carvao ativado, tornando dificil sua remocao e levando a
contaminacao da agua.

Existem varios métodos de purificagao para remover um ou
mais tipos de impurezas nas aguas destinadas ao laborat6-
rio clinico. Porém, ndo existe um tnico que seja capaz de
remover todos os tipos de contaminantes. Por isso, é neces-
sario recorrer a uma combinacdo de métodos para obter
uma agua com a qualidade requerida para a sua utilizacao.
Na primeira etapa de purificacdo a agua de alimentacao
deve passar por diversos estdgios de pré-tratamento, para
em seguida, passar pelo sistema de tratamento final, o que
podera garantir a integridade dos equipamentos e filtros,
aumentando a vida util dos mesmos*®. O pré-tratamento
tem por objetivo a remocao do material particulado grosso
em suspensao presente na dgua de alimentacao. Os méto-
dos existentes para o pré-tratamento sao'*:

e Filtro de celulose: utilizado com o objetivo de remover
particulas suspensas e microrganismos. O tamanho das
particulas removidas vai depender do diametro dos poros
do filtro escolhido.

e Filtro de carvao ativado: utilizado para a remocéao de re-
siduos de desinfetantes como o cloro ou hipoclorito que
estdo presentes na dgua de alimentacao, além de contami-
nantes organicos dissolvidos, como produtos da degra-
dacao de vegetais.

e Ultrafiltracao: processo mecéanico ou eletro-mecanico
que remove pequenas impurezas dissolvidas ou suspensas
na agua. Este método retém as particulas baseado no seu
tamanho, forma e carga elétrica e é utilizado em combi-
nacao com outros processos de purificacao. Sao utilizados
para prevenir a degradacao das membranas de osmose re-
versa e filtros intermediarios para remocao de endotoxinas
e material particulado.

Depois que a agua de alimentacdo passa pelo pré-trata-
mento, ela j& se encontra livre de alguns contaminantes
que poderiam prejudicar o funcionamento adequado do
sistema de tratamento, prejudicando a qualidade final da
dgua requerida, passando entdo para o sistema de purifi-
cacao. Dentre os métodos existentes para purificagdo, os
mais utilizados nos laboratérios clinicos sao®*:

e Osmose reversa: consiste em um sistema que requer uma
bomba de alta pressao para forcar a passagem da agua por
uma membrana semi-permedvel que ira reter as impurezas
e permitir a passagem da dgua pura. E utilizada para a re-
mocao de substancias organicas, bactérias e endotoxinas.
E um dos sistemas que pode produzir 4gua tipo I se associ-
ada a outros sistemas de tratamento.

* Deionizacao: utiliza colunas contendo resinas de troca i6-
nica (anidnica e catiénica) que trocam a resina do leito por
compostos inorganicos dissolvidos na agua. Existem dois ti-
pos de deionizadores: a) com leito duplo: a &gua passa pri-
meiro por um leito de resina de troca catiénica e depois por
um leito de resina anionica; b) leito misto: as resinas anioni-
cas e catidnicas estdo no mesmo leito, mas por apresenta-
rem densidades diferentes se estratificam ap6s ser feita a
retrolavagem. O leito misto apresenta desvantagens em re-
lacao ao duplo pela dificuldade na regeneracao das resinas.
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¢ Destilacao: baseia-se no principio da mudanca de fases.
A &gua é aquecida em uma coluna de evaporacao, passan-
do ao estado de vapor e liberando a maior parte de seus
contaminantes. O vapor puro passa por um condensador
resfriado e o vapor condensado é entao coletado e estoca-
do, transformando-se em uma agua mais pura que a origi-
nal. Produz agua purificada, com a remocao de particulas
e bactérias, porém nado remove substdncias inorganicas.
Pode produzir dgua tipo I apenas se associado a outros sis-
temas de tratamento.

Cada processo de purificacao apresenta capacidade para
remocao de determinados contaminantes com maior ou
menor eficiéncia®'® (Tabela-2).

TABELA Il
Comparacao da capacidade dos processos de purifica-
cao de agua.

Contaminantes

Substancias Particulas

organicas
B

Métodos Sélidos Gases Bactérias Endotoxinas

Destilacdo E R E E E
Deionizacdo E E R R R R
Osmose R B E E E
reversa
Carvéo R R B R R R
ativado
Filtracdo R R R E E R
Ultrafiltracdo R R R E E E

E = Excelente (capacidade de remogéo completa ou préxima do total)
B = Boa (capacidade de remogéo de larga porcentagem)
R = Ruim (capacidade de remog&o pequena ou incapaz de remover)

Para o armazenamento da dgua, muitos laboratérios clinicos
utilizam recipientes de vidro ou barriletes de PVC16. Porém,
poucos laboratérios possuem regras escritas para a rotina de
limpeza e desinfeccao desses recipientes, o que propicia a
contaminacdo da agua e formacao de biofilmes nas paredes
internas dos mesmos. E importante a escolha do material do
recipiente, que deve ser inerte, uma vez que alguns compo-
nentes presentes na dgua podem reagir com o material do
recipiente comprometendo a qualidade da dgua produzida e
estocada. Além disso, nao existe um padrao que determine
a validade da dagua, sendo que cada laboratério estipula a
sua variando conforme sua demanda®'*".

O controle de qualidade é um requisito importante que
consta nas normas referentes as Boas Praticas de Laborat6-
rio e indispensavel a todos os insumos e reagentes que sao
utilizados em ensaios in vitro. A dgua é um reagente utili-
zado em vdrias técnicas laboratoriais e por isso se faz ne-
cessdrio o seu controle, j& que a qualidade desta pode in-
terferir nos resultados®®'®:

O reconhecimento da ubiquidade dos biofilmes por micro-
biologistas clinicos e de satide publica ajudou ao reconhe-
cimento de que numerosas doencas infecciosas, como a fi-
brose cistica, estao relacionadas com biofilmes, com o cres-
cimento de biofilmes podendo ocorrer associado a tecidos
vivos”'"*?. Algumas infec¢oes causadas pela utilizacao de
dispositivos médicos em ambientes clinicos, como cateteres,
estdao de igual modo relacionadas com biofilmes. Microrga-
nismos da pele desenvolvem biofilmes em tais materiais
plésticos que, deste modo, se tornam um ponto de entrada
para o microrganismo'***. A matriz de polimeros extracelu-
lares que mantém o biofilme coeso é possivelmente tam-
bém responséavel pela persisténcia das infecgoes relaciona-
das com biofilmes e pode até proteger os microrganismos
de antibidticos, j& que estudos experimentais in vitro reve-
lam que células bacterianas em biofilmes sao mais resisten-
tes a antibiéticos do que células da mesma espécie no esta-
do individualizado e nao aderido a biofilmes**'.

O crescimento nao desejado de biofilmes tem um impacto
negativo também em varias atividades laboratoriais. De-
gradacao de equipamentos através da biocorrosdo causada
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pelo acimulo de biofilmes, contaminacao de produtos e
perdas de pressao sao alguns dos efeitos adversos da acu-
mulacao de biofilmes microbianos nos sistemas de trata-
mento e purifcacdo de dgua nos laboratérios clinicos®*®.
Tais problemas sao agravados pela resisténcia a métodos
de desinfeccao e limpeza que os biofilmes demonstram,
comparando com células bacterianas livres, uma vez que
os métodos convencionais de desinfec¢ao nao sao suficien-
tes e requerem por vezes doses elevadas de desinfetante,
indesejadas de um ponto de vista analitico, pois geralmen-
te sobram residuos destes na dgua produzida®***.

A maior parte da atividade bacteriana em ecossistemas
aquaticos ocorre nao com as células individualizadas, mas
com as bactérias organizadas em comunidades sob a forma
de um biofilme1l. Esses biofilmes sdo constituidos por uma
comunidade estruturada de células aderentes a uma super-
ficie inerte (abidtica) ou viva (biética), embebidas numa
matriz de exopolissacrideo’. A associacao dos organismos
em biofilmes constitui uma forma de protecao ao seu desen-
volvimento, fomentando relagdes simbiéticas e permitindo
a sobrevivéncia em ambientes hostis*".

Apesar da ubiqiiidade dos biofilmes ser geralmente associ-
ada aos finos filmes microbianos que prontamente se for-
mam na maior parte das superficies sélidas, com espessuras
da ordem dos milimetros ou mesmo micréometros, a espes-
sura de alguns biofilmes pode atingir varios centimetros6.
O padrao de desenvolvimento de um biofilme envolve va-
rias etapas: a adesao inicial a superficie, seguida da for-
macao de microcolénias e, na maioria dos casos, a diferen-
ciacdo das microcolénias em macrocolénias envolvidas nu-
ma matriz de exopolissacrideo, formando biofilmes madu-
ros4. A adesdo de uma bactéria a uma superficie abiética é
geralmente mediada por intera¢des inespecificas (ex:
forcas hidrofébicas), enquanto que a adesao a um tecido vi-
vo ou desvitalizado é normalmente mediada por mecanis-
mos moleculares especificos de “ancoragem”, nomeada-
mente através de lectinas ou adesinas”. A adesao primaria
de um organismo a uma superficie € um processo reversi-
vel que envolve a aproximacao deste a superficie de forma
aleatéria ou através de mecanismos de quimiotaxia e de
mobilidade'?. Quando o microrganismo atinge uma proxi-
midade critica da superficie, a ocorréncia de adesdao de-
pende do balanco final entre forcas atrativas e repulsivas
(ex: interacgoes eletrostdticas e hidrofébicas, forcas de Van
der Waals, impedimento estereoquimico, etc) geradas en-
tre as duas superficies. A repulsao entre duas superficies
pode ser ultrapassada através de interacdes moleculares
especificas mediadas por adesinas, que sao proteinas loca-
lizadas em estruturas que irradiam da superficie celular8.
Foi ainda demonstrado que os mecanismos de mobilidade
das células, dependentes de pili superficiais e dos flagelos
polares sao fundamentais no processo de iniciacao de um
biofilme.

Apbs a adesdo primadria, as células fracamente ligadas con-
solidam o processo de adesao produzindo exopolissacride-
os que complexam os materiais da superficie e os recepto-
res especificos localizados nos flagelos, pili ou fimbrias. Na
auséncia de interferéncia mecanica ou quimica, a adesao
torna-se, nesta fase, irreversivel. Durante este estagio de
adesao, os microrganismos individualizados ou plancténi-
cos podem “colar-se” uns aos outros, formando agregados
na superficie a que aderem. Apés a adesao irreversivel da
bactéria a superficie, inicia-se o processo de maturacao do
biofilme ™. A densidade e complexidade do biofilme au-
menta a medida que as células se dividem (ou morrem) e
os componentes extracelulares gerados pelas bactérias in-
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teragem com moléculas organicas e inorganicas do ambi-
ente circundante para formar o glicocélice. Nesta fase, os
biofilmes tornam-se altamente hidratados, formando-se es-
truturas abertas compostas por 73 a 98% de material nao
celular, incluindo exopolissacrideo e canais por onde circu-
lam os nutrientes®®.

O crescimento de qualquer biofilme é limitado pela dispo-
nibilidade de nutrientes no ambiente circundante e pela
sua propagacao a células localizadas no interior do biofil-
me. Fatores como o pH, difusdo de oxigénio, fontes de car-
bono e osmolaridade controlam também a maturacao do
biofilme®. Quando completamente maduro, o biofilme fun-
ciona como um consoércio funcional de células, com
padrdes de crescimento alterados, cooperacao fisiologica e
eficiéncia metabdlica'.

Quando o biofilme atinge uma determinada massa critica e
o equilibrio dinamico é alcancado, as camadas mais exter-
nas comecam libertar células em estado planctonico, que
podem rapidamente se dispersar e multiplicar, colonizando
novas superficies e organizando novos biofilmes em novos
locais. Com a auséncia de nutrientes e/ou de oxigénio ou
dificuldades na sua difusao, a diminuicao do pH e a acu-
mulacdo de metabdlitos secunddrios téxicos, inicia-se um
processo de morte celular®.

Embora alguns estudos tenham sido publicados correlacio-
nando principalmente contagens de bactérias heterotrofi-
cas, coliformes e parametros fisico-quimicos a qualidade
das aguas reagentes para laboratérios clinicos®'*!", nenhum
estudo foi ainda conduzido no Brasil identificando os géne-
ros e espécies encontrados nos sistemas de purificacdo e
nos biofilmes formados utilizando, além dos métodos de
cultivo tradicionais, outros de biologia molecular e micros-
copia eletronica. Até o momento, a microbiota encontrada
em agua reagente e biofilmes em sistemas de purificacao
de laboratérios clinicos tem se limitado aos métodos de cul-
tivo. Entretanto, os métodos de cultivo tradicionais nao ge-
ram um perfil representativo da real composicao das comu-
nidades microbianas nestes locais*”*. Quando os microrga-
nismos dos ambientes aquéticos oligotréficos como os fil-
tros de carvao ativado sao examinados usando sondas de
oligonucleotideos fluorescentes combinadas com microsco-
pia epifluorescente, a maioria dos microrganismos pare-
cem ser metabolicamente ativos’”. Uma segunda técnica
independente de cultivo envolve a amplificacdao e analise
das sequéncias de rDNA 16S*°. Este método estd se tornan-
do extremamente popular para caracterizar novas comuni-
dades microbianas em ambientes aquéticos. Por conta dis-
so, as técnicas cultivo-independentes conseguem detectar
comunidades microbianas mais complexas e com maior po-
der de discriminacdo entre os géneros e espécies relacio-
nados aos biofilmes™*,

OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram quantificar a microbiota
heterotroéfica total da dgua apés a passagem pelos filtros de
carvao ativado e examinar e caracterizar as comunidades
microbianas nos biofilmes formados nestes filtros em 8 la-
boratérios de analises clinicas do Estado do Espirito Santo
usando uma combinacao de metodologias de cultivo, bio-
logia molecular e microscopia eletronica. Este estudo docu-
menta a primeira andlise de biofilmes em dgua reagente de
laboratérios clinicos feita no Brasil, usando métodos de se-
quenciamento de rDNA 16S e microscopia eletronica.
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MATERIAL E METODOS

Laboratérios: Oito laboratérios de analises clinicas situdos
no Estado do Espirito Santo foram contactados e autoriza-
ram a realizacdo de analises em seus sistemas de producao
de dgua reagente. Todos os laboratérios possuem sistemas
semelhantes e a obtencao da dgua reagente obedece basi-
camente a seguinte sequéncia: agua de alimentacao —
pré-filtro de 5 pm — filtro de carvao ativado — filtro de 1
pm — deionizador — estoque (barrilete de vidro ou PVC).

Coleta de amostras: Amostras de agua (em quantidades de
300 mL) foram obtidas de 8 sistemas de purificacao de
dgua, uma amostra de cada laboratério clinico analisado.
Solucao a 10% (p/v) de tiossulfato de s6dio foi adicionada
em frascos de polipropileno e esterilizados em autoclave a
121 °C por 15 minutos com a finalidade de se obter uma
concentracao de 10 mg/100 mL de amostra para a neutra-
lizacao do cloro residual. O procedimento de amostragem
foi realizado da seguinte forma: pela manha, apos o siste-
ma de purificacao ter ficado desligado durante uma noite,
o sistema foi ligado e as amostras foram obtidas no tempo
zero e ap6s 30 minutos, 2, 4, 6 e 8 horas de funcionamento
normal do sistema. Apé6s 8 horas de operacgao, os sistemas
foram desligados e novas amostras foram novamente cole-
tadas no dia seguinte, obedecendo a mesma sequéncia. As
amostras foram coletadas durante 3 dias consecutivos. Pa-
ralelamente, uma amostra de agua produzida pelo sistema
de osmose reversa instalado em nosso laboratério foi cole-
tada para servir como padrao de referéncia. Este equipa-
mento teve seus cartuchos e membranas trocadas 8 sema-
nas antes do inicio das analises e todos os ensaios realiza-
dos na agua produzida por este sistema mostraram resulta-
dos abaixo dos limites maximos permitidos para dgua grau
reagente tipo I.

Processamento das amostras: Dilui¢coes seriadas foram re-
alizadas em todas as amostras transferindo-se 10 mL da
amostra de dgua para um Erlenmeyer contendo 90 mL de
tampao fosfato pH 7,2 estéril®.

Pesquisa de bactérias heterotréficas: As bactérias hetero-
tréficas foram cultivadas apés a filtracao de 100 mL da
amostra diluida em membrana de éster de celulose de 0,45
pm (Millipore®). A membrana foi transferida asseptica-
mente para uma placa de Petri de 60 mm contendo agar
Plate Count contendo o corante cloreto de 2,3,5 trifenilte-
trazolio e incubadas a 20 °C durante 7 dias. As colonias de
bactérias foram enumeradas e reportadas como unidades
formadoras de colénias (UFC) por mililitro de amostra®. As
bactérias isoladas foram identificadas utilizando provas bi-
oquimicas convencionais. Todas as determinacdes foram
realizadas em triplicata.

Isolamento de microrganismos dos biofilmes: Swabs estéreis
com ponta de algodao foram friccionados durante 30 sequndos
contra as paredes internas dos filtros de carvao ativado (porcoes
superior e inferior). Um swab foi usado para a microscopia ele-
trénica e os outros foram suspensos em solucao tampao estéril
(dgua peptonada 0,1% tamponada) perfazendo diluicoes seria-
das 1:10, semeando-se 100 pL destas diluigoes em placas de Pe-
tri contendo dgar R2A estéreis com incubagdo a 20 °C durante
7 dias2. As coldnias de bactérias foram enumeradas e reporta-
das como UFC por mililitro de amostra. As bactérias isoladas fo-
ram identificadas utilizando provas bioquimicas convencionais.
Todas as determinacgoes foram realizadas em triplicata.
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Contagem de microrganismos em filtros de carvao ativa-
do sem uso: A técnica do nimero mais provavel (NMP)2 foi
usada para determinar a contagem total de microrganis-
mos. Suspensoes iniciais foram preparadas com 10 g de
carvao ativado retirados assepticamente do interior de fil-
tros sem uso, adquiridos comercialmente e do mesmo for-
mato daqueles utilizados nos laboratérios clinicos. Esta
massa foi adicionada a um Erlenmeyer contendo 90 mL de
tampao fosfato pH 7,2 estéril. Placas de Petri contendo
agar triptico de soja e agar triptico de soja com 5% de san-
gue desfibrinado de carneiro foram inoculadas com os tu-
bos positivos da técnica do NMP. Os microrganismos foram
identificados utilizando provas bioquimicas convencionais.
Todas as determinacgoes foram realizadas em triplicata.

Determinacao do carbono organico total e carbono orga-
nico assimilavel: O TOC foi analisado com o analisador
eletronico Photochem Organic Carbon (Sybron Corp.,
USA). O método para a adeterminacdo do AOC consiste na
coleta das amostras em frascos de vidro estéreis de 250 mL.
As amostras foram entao tratadas (100 °C por 5 minutos)
para matar as células vegetativas e eliminar possiveis resi-
duos de desinfetantes. Ap6s o resfriamento, as amostras fo-
ram inoculadas com uma suspensao de Pseudomonas fluo-
rescens P-17 e incubadas a 20-22 °C por 5 dias. Os frascos
foram sonicados em um banho-maria ultrassénico (Branson
Cleaning Equipment, Corp., USA) por 5 minutos antes da
contagem bacteriana em dgar R2A. Os valores de AOC fo-
ram calculados como acetato de carbono equivalente de
acordo com os fatores de campo considerados, e acordo
com a metodologia descrita por Van der Kooij et al.” Todas
as determinacoes foram realizadas em duplicata.

Andlise com microscopia eletrénica: Cerca de 5g de carvao
ativado foram retirados das porg¢oes inferior, superior e do
meio de cada filtro. Swabs estéreis com ponta de algodéo fo-
ram friccionados durante 30 segundos contra as paredes in-
ternas dos filtros de carvao ativado (por¢oes superior e infe-
rior). Estas amostras foram colocadas em solucao contendo
0,1% de glutaraldeido e tampao Tris 0,2 M pH 7,0 (Sigma-
Aldrich, USA) a 4 °C. A solucao fixadora foi lavada duas ve-
zes com solucao tampao Tris 0,2 M (pH 7,0), seguido pela
concentracao do soluto com etanol (30 a 100%). As amostras
foram entao secas durante 18 horas em hexametildisilazane
[HMDS]8,10 (Sigma-Aldrich, USA). No dia seguinte os es-
pécimes foram montados em laminas de aluminio cobertas
com mistura de ouro e palddio e examinadas utilizando um
microscépio eletrénico (Jeol Corp., USA, modelo 4000).

Microscopia de fluorescéncia: 100 pL das solucdes prepa-
radas para a microscopia eletronica foram coradas com
acridina-orange 0,1% (Sigma-Aldrich, USA), lavadas duas
vezes com agua destilada estéril e entdao montadas em la-
minas de microscopia novas e desengorduradas''. A es-
trutura dos biofilmes foi examinada com um microscépio
de fluorescéncia (Nikon E-600).

Extracdo do DNA contido nos biofilmes: Os acidos nucléi-
cos das comunidades dos biofilmes foram extraidos através
da ruptura fisica das células com pérolas de vidro®. Apro-
ximadamente 200 pL da amostra com biofilme foi suspen-
sa em 1 mL de tampao de lise (Tris pH 8,0 200 mM, EDTA
50 mM, NaCl 200mM, citrato de sédio 2 mM e cloreto de
cédlcio 10 mM) contendo 20 mg de lisozima por mL (Sigma-
Aldrich, USA). As amostras foram incubadas a 37 °C por 1
h com agitacao periddica. Proteinase K [1 mg/mL] e dode-
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cil sulfato de sédio [0,3%] (Sigma-Aldrich, USA) foram
entao adicionados e a mistura foi incubada por mais 30 mi-
nutos a 70 °C. As amostras foram centrifugadas a baixa ro-
tacao em microcentrifuga por 2 minutos na presenca de 3%
(p/v) de dodecil sulfato de s6dio e 0,5 g de pellets de zirco-
nio com cerca de 0,1 mm de didmetro'* (Biospec Products
Inc., USA). O lisado foi entao tratado com RNAse (Sgima-
Aldrich, USA) por 20 minutos a 37 °C. As proteinas foram
precipitadas a partir de 200 pL da fase aquosa da solucao
com 200 pL de isopropanol. O pellet de DNA foi lavado
com etanol 70% e suspenso em uma solucao de 50 pL de
10 mM de Tris e 1 mM de EDTA pH 8,0.

Construcao das informacgoes de rDNA 16S: rDNA foram
amplificados por PCR a partir de 30 ng de DNA-estoque de
cada uma das 8 amostras de biofilme coletadas. Os primers
533F (5'-AGAGTTTGATC/TA/CTGGCTCAG-3') e 1492R
(5'-CGGC/TTACCTTGTTACGAC-3") foram usados para
amplificar a regiao 950-bp do DNA 16S. O produto ampli-
ficado do PCR foi retirado do gel e purificado de acordo
com as instrugoes do fabricante (Promega, USA). Os re-
combinantes foram selecionados com os indicadores X-Gal
(5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-D-galactopiranosideo) +
IPTG (isopropil-b-D-tiogalactopiranosideo) em placas de
Petri com agar Luria-Bertani suplementadas com 100 pg de
ampicilina por mL**. Uma biblioteca de clones foi criada
para cada amostra de biofilme processada e os resultados
foram agrupados em pool°.

Determinacao das sequéncias de nucleotideos: Os primers
M13F e M13R correspondendo ao DNA vetor inserido (In-
vitrogen, USA) foram usados em reacoes de amplificacao
para gerar 165 subclones. Os produtos do PCR foram puri-
ficados por filtracao™ (PCR Purification Kit, Millipore, USA)
e sequenciado bidirecionalmente com primers de oligonu-
cleotideos universais 533F e 1492R. Os produtos foram se-
parados em um sequenciador (ABI Systems, USA).

Analise estatistica: Comparacoes estatisticas foram realiza-
das com os dados transformados em logaritmos de acordo
com o teste t pareado. Modelos de regressao e coeficientes
de correlacao foram determinados com o auxilio dos softwa-
res estatisticos Stat-Pac versao 2.5 e SPSS versao 3.0.

RESULTADOS

Os resultados da contagem de colonias dos filtros de
carvao ativado sem uso, sao mostrados na Tabela-3. Ne-
nhuma bactéria Gram-negativa foi isolada em qualquer
dos filtros sem uso examinados. Somente cocos Gram-posi-
tivos e bacilos Gram-positivos esporulados foram isolados
dos filtros examinados nessa fase do estudo.

TABELA llI
Avaliacao da quantidade e tipos de microrganismos pre-
sentes nos filtros de carvao ativado sem uso.

Filtros® Microrganismos isolados UFC"/g
1 Bacillus spp., Micrococcus spp. <0,3
2 Bacillus spp. <03
3 Bacillus spp., Micrococcus spp. <03
4 Bacillus spp. <0,03
5 Bacillus spp. <0,3
6 Bacillus spp. <0,3
7 Bacillus spp. <0,03
8 Bacillus spp., Micrococcus spp. <03
9 Bacillus spp., Micrococcus spp. <0,3
10 Bacillus spp., Micrococcus spp. <0,3

Todos os filtros foram fabricados menos de 5 meses antes das andlises serem realizadas
b UFC, Unidade Formadora de Col6nia
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TABELA IV
Contagens de bactérias heterotréficas cultivaveis
nas amostras de agua coletadas dos filtros de
carvao ativado.

UFC/mL de &gua
Laboratdrio N° Tempo Dial Dia 2 Dia3

1 0 7,1x10° 3,0x10° 2,5x10°
30 minutos 5,5 x 10* 3,1x10° 2,3x10°

2 horas 2,3x10% 8,8 x 10 45x10°

4 horas 1,4 x 10° 8,4 x 10 6,8 x 10"

6 horas 1,0 x 10° 5,1 x 10" 3,1 x 10

8 horas 55x 10" 1,6 x 10 1,2 x 10

2 0 3,0x10° 32x10° 3,0x 10°
30 minutos 9,1 x10* 3,0x10° 2,4 x10°

2 horas 7,2 x10* 4,7 x 10* 1,1x10°

4 horas 5,0 x 10 4,0x10% 5,7 x 107

6 horas 4,1x10* 59 x 10" 2,3 x 10

8 horas 3,0 x 10* 43 x 10" 1,6 x 10

3 0 45x10* 4,0x10* 7,1x10°
30 minutos 4,1x10* 3,4x10* 53 x 10°

2 horas 3,0x10* 8,1x10° 5,0 x 10°

4 horas 4,9 x10° 5,0x10° 7.4 x 10°

6 horas 1,1 x 10° 42x10° 7,0 x 107

8 horas 8,2 x 10 3,6 x10° 5,3 x 10

4 0 4,0x10* 3,4x10* 4,1x10*
30 minutos 3,1x10* 2,9x10* 1,4 x 10*

2 horas 8,1x10° 58x10° 8,0 x 10°

4 horas 54 x10° 51x10° 71x10°

6 horas 1,1x 10° 3,5 x 10* 5,2 x 10°

8 horas 6,9 x 10 2,1x10% 4,0x 10

5 0 39x10° 2,4x10* 2,3x10*
30 minutos 3,0x10° 1,8 x 10 1,1x10*

2 horas 2,1x10° 9,0x10° 7,4 x 10°

4 horas 6,4 x 10 6,4 x10° 2,9x10°

6 horas 1,1x 10° 6,9 x 10* 8,6 x 10

8 horas 5,0 x 10* 2,0 x 10* 5,5 x 10

6 0 5,6 x 10° 39x10° 4,1x10°
30 minutos 1,2 x 10° 2,2x10° 3,6 x 10°

2 horas 4,6 x 10* 1,0 x 10° 9,0 x 10°

4 horas 1,4 x 10° 7,6 x 10 5,7 x 107

6 horas 1,0 x 10° 53 x10% 1,8 x 10

8 horas 4,0 x 10* 1,9 x 10° 7,8 x 10

7 0 3,8x10* 3,0x10* 3,2x10*
30 minutos 3,0x10* 2,4x10* 1,0 x 10*

2 horas 2,1x10* 1,4 x 10* 54 x 10°

4 horas 8,4 x 10° 55x10° 2,1x10°

6 horas 59x10° 51x10° 1,0 x 10°

8 horas 52x10° 4,0x10° 6,6 x 10

8 0 2,9%10° 3,6x10° 3,1x10°
30 minutos 1,0 x 10° 2,0x10° 2,5x10°

2 horas 6,4 x 10* 7,2 x10% 1.2 x10°

4 horas 2,3x10% 54 x 10* 8,4 x 10°

6 horas 4,6 x10" 1,1 x 10° 4,6 x10°

8 horas 2,0x 10" 6,3 x 10" 3,2 x 10

A Tabela-4 mostra as contagens de bactérias heterotréficas
cultivaveis nos 8 laboratérios clinicos analisados. As amos-
tras coletadas pela manha, antes do inicio das atividades la-
boratoriais, tiveram contagens de bactérias heterotréficas
variando de 2,3 x 103 a 4,5 x 104 UFC/mL e aquelas coleta-
das ap6s 8 horas de utilizacdo do sistema, evidenciaram
contagens variando de 1,2 x 101 a 5,2 x 103 UFC/mL (Tabe-
la-4). Esses valores estdo de acordo com varios estudos pu-
blicados'”'*", demonstrando o aumento da populacao mi-
crobiana apés o periodo de 10 a 12 horas de interrupc¢ao do
sistema de purificacao e diminuicao destas contagens ao
fim das atividades do laboratério. A identificagdo das bac-
térias heterotréficas isoladas mostrou que a maioria destas
bactérias pertencia a familia Pseudomonadaceae. Pseudo-
monas aeruginosa, Pseudomonas putida e Acinetobacter
baumannii foram os microrganismos cultivaveis predomi-
nantes encontrados na dgua apos a passagem pelo sistema
de purificacao dos laboratérios. Espécies cultivaveis menos
predominantes isoladas nessas amostras foram identifica-
das principalmente através da metodologia molecular.

As anélises de TOC e AOC mostraram um padrao ciclico,
com os mais altos valores sendo encontrados pela manha,
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antes do inicio das atividades do sistema. Valores de até 3,4
mg/L e 255,0 ng/L de TOC e AOC foram encontrados em
alguns laboratérios, respectivamente (Tabela-5). Os dados
demonstram a correlacao entre os altos indices de TOC e
AOC e altas contagens de bactérias heterotréficas nas
amostras de agua, demonstrando que as maiores conta-
gens foram obtidas quando eram encontrados valores de
0,7 mg/L e 73 ng/L de TOC e AOC, respectivamente. Esta
quantidade de carbono disponivel pode prover nutrientes
suficientes para suportar o crescimento de 3,5 x 105 bacté-
rias por mL de dgua (baseado nos critérios de Van der Ko-
oij et al.19 de 7 x 10-5 g de carbono por litro dividido por
10-13 g de carbono por célula e 50% de assimilacao). As
diferencas entre os niveis de AOC antes do inicio das ati-
vidades e no final do dia de trabalho variaram mais de
100% em algumas amostras, com resultados menores sen-
do encontrados ao final do dia, o que pode ser explicado
pelo fato de que, uma vez que o AOC entra no sistema, ele
é rapidamente consumido pelos microrganismos presentes
nos biofilmes, correspondendo ao que foi descrito por Le-
Chevallier et al.™

TABELA V
Valores de TOC e AOC nas amostras de agua dos
filtros de carvao ativado.

Laboratério N°  Tempo TOC (mg/L) AOC (ug/L)
1 0 1,1 88,1
8 horas 0,2 12,0
2 0 2,4 168,2
8 horas 18 56,7
3 0 3,0 150,4
8 horas 14 96,3
4 0 3,2 214,0
8 horas 0,9 102,9
5 0 3,1 201,3
8 horas 2,7 1427
6 0 1,9 52,4
8 horas 0,8 10,1
7 0 3,4 255,0
8 horas 1,0 201,7
8 0 2,3 159,8
8 horas 1,1 82,4

As analises com microscopia eletronica, obtidas dos biofil-
mes coletados nos filtros de carvao ativado, revelaram uma
densa matriz de exopolissacarideo. Bactérias de distintos
morfotipos (cocos, bacilos e bactérias filamentosas) pude-
ram ser observadas nas matrizes, revelando a complexida-
de dos biofilmes formados. Esta densa matriz também foi
revelada pela coloracao fluorescente usando acridina-
orange. Além disso, foram visualizadas células largas, apa-
rentemente de organismos unicelulares eucariontes em al-
guns biofilmes analisados.

Vinte e um géneros bacterianos foram identificados entre as
sequéncias de 165 subclones de genes rDNA 16S amplifica-
dos a partir do DNA genoémico dos biofilmes encontrados
nos filtros de carvao ativado. Na andlise molecular, todas as
bactérias encontradas nos biofilmes puderam ser identifica-
das (Tabela-6), ao passo que somente 68% delas foram cul-
tivaveis pelos métodos microbiolégicos tradicionais.
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TABELA VI
Bactérias nas amostras de biofilmes identificados pelo
sequenciamento rDNA 16S.

Laboratério N° Bactérias identificadas (%)*
1 Afipia spp. (28%), Paracoccus solventivorans (20%), Staphylococcus
epidermidis (19%), Acinetobacter baumannii (17%), Sphingomonas
paucimobilis (12%), Mesorhizobium spp. (4%), OE”

2 Pseudomonas aeruginosa (63%), Sphingomonas alaskaensis (16%),
Afipia spp. (8%), Paracraurococcus spp. (6%), Rhizobium spp. (3%),
Staphylococcus warneri (2%), Caulobacter leidyi (2%)

3 Acinetobacter baumannii (48%), Sphingomonas paucimobilis (27%),
Pseudomonas putida (21%), Staphylococcus pasteuri (4%)

4 Pseudomonas aeruginosa (59%), Pseudomonas stutzeri (18%), Afipia
spp. (10%), Paracoccus solventivorans (10%), Staphylococcus
epidermidis (8%), Acinetobacter baumannii (1%), Sphingomonas
paucimobilis (1%), OE

5 Pseudomonas aeruginosa (49%), Corynebacterium
tuberculostearicum (18%), Flexibacter spp. (9%), Citrobacter
freundii (7%), Enterobacter aerogenes (5%), Pseudomonas stutzeri
(5%), Staphylococcus warneri (1%)

6 Pseudomonas aeruginosa (57%), Serratia fonticola (14%),
Rhodothermus spp. (10%), Pseudomonas putida (8%), Sphingomonas
yanoikuyae (6%), Agrobacterium radiobacter (3%), Odontella spp.
(1%), Staphylococcus epidermidis (1%)

7 Pseudomonas aeruginosa (43%), Acinetobacter baumannii (21%),
Geodermatophilus spp. (8%), Mesorhizobium spp. (8%),
Pseudomonas putida (7%), Pseudomonas stutzeri (6%),
Stenotrophomonas maltophilia (5%), Actinomyces israelli (2%), OE

8 Pseudomonas stutzeri (49%), Flavobacterium meningossepticum
(19%), Pseudomonas vesicularis (15%), Polydora spp. (10%),
Rhodotermus spp. (3%), Sphingomonas asaccharolytica (2%),
Paracoccus thiocyanatus (2%)

Figura-1. Filtros sem uso para purificacao de agua em laborato-
rios clinicos (da esquerda para a direita: filtro de carvao ativado,
filtro plissado 5 pm, filtro plissado 1 pm).

Figura-2. Sistema de purificacao de agua no laboratério no 8:
sequéncia de pré-filtro de 5 um (1), filtro de carvao ativado (2) e
filtro de 1 pm (3).
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Figura-3. Sistema de purificagcao de agua no laboratério no 3:
local impréprio e auséncia de manutencao preventiva e controle
dos filtros.

Figura-4. Filtro de carvao ativado no laboratoério no 1: local
impréprio e auséncia de sistema de pré-filtracao.

Figura-5. Filtros de carvao ativado sem biofilme (esquerda) e
com biofilme evidente (direita).
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Figura-7. Desenho esquematico demonstrando a adesao do bio-
filme as particulas de carvao ativado.

Figura-8. Microfotografia de biofilme formado em filtro de carvao
ativado do laboratério no 7: predominancia de bacilos em uma
matriz de exopolissacarideo densa e estruturada (8.500x).

Figura-9. Microfotografia de particulas de carvao ativado em fil-
tro sem uso (7.000x).
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Figura-10. Microfotografia de biofilme formado em particulas de
carvao ativado do laboratério no 4: matriz de exopolissacarideo
densa e estruturada evidenciando uma complexa comunidade
de cocos e bacilos (7.000x).

- — o

Figura-11. Microfotografia da superficie de cartucho de PVC sem
uso: superficie irregular e de facil adesao microbiana e formacao
de biofilmes (8.500x).

Figura-12. Microfotografia de biofilme formado na superficie de
cartucho de PVC onde o filtro de carvao ativado do laboratério
no 2 se encontra: predominancia de bacilos em uma matriz de

exopolissacarideo densa e estruturada (8.500x).

Figura-13. Microfotografia de biofilme formado em particulas de
carvao no filtro de carvao ativado do laboratério no 3: predomi-
nancia de bacilos e cocobacilos (9.000x).
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Figura-14. Microfotografia de biofilme formado na superficie
interna do filtro de carvao ativado do laboratério no 6: nota-se a
cor esverdeada devido a matriz de exopolissacarideo produzida
principalmente por Pseudomonas aeruginosa (1.500x).

Qe 0o

Figura-15. Microfotografia de varredura demonstrando o avanco
progressivo do biofilme formado na superficie interna do filtro de
carvao ativado do laboratoério no 5: presenca de biofilme (A) e
local ainda sem a presenca de biofilme (B) mas ja com bactérias
aderidas a superficie (seta) (8.000x).

10 pm

Figura-16. Microfotografia de fluorescéncia com acridina-orange
demonstrando a complexa estrutura do biofilme formado no inte-
rior do filtro de carvao ativado do laboratério no 7: lamina sem
coloracé@o (A) e com coloracao fluorescente (B). As estruturas
azuis sdo os complexos de exopolissacarideo.Uma grande varie-
dade de bactérias é evidenciada pela coloracao verde (1.200x).

DISCUSSAO

A edicao mais recente do CLSI sobre producao e controle
de qualidade da dgua grau reagente para laboratérios de
andlises clinicas6 inclui importantes informacoes que atua-
lizam o documento anterior, inserindo novos pardmetros
como a mensuracao do TOC e dos sélidos totais nestas
aguas. Enfase é dada aos parametros fisico-quimicos e mi-
crobiolégicos como um meio efetivo de controlar a qualida-
de da 4gua, bem como a importancia da validacao da dgua
reagente produzida nos laboratérios clinicos. Uma nova
secao proveé guias para a validacao, manutencao e revali-
dacao do sistema de purificacao de agua. As designacoes
“Tipo I, IT e III" para os graus de agua purificada usadas
nas edicoes anteriores foram substituidas. O termo “dgua
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reagente para laboratérios clinicos” deve ser usado no lu-
gar de “Tipo I e II" para a maioria das aplicacdes. Aguas
de alimentacao dos sistemas e aguas esterilizadas por au-
toclavacao podem ser convenientemente desginadas
“aguas Tipo III". A medicao da resistividade foi mantida
para o monitoramento de impurezas inorganicas. A edigao
anterior16 recomendava que os sistemas de purificacao de
dgua incluissem um estdgio para a reducao de contami-
nantes organicos mas nao requeria nenhum tipo de contro-
le. A edicao atual do documento do CLSI reconhece que a
contaminacao organica pode ser dificil de ser eliminada da
dgua de alimentacao e deve ser controlada. Para isso, o pa-
rametro carbono organico total (TOC) foi acrescentado.
Uma ressalva feita pelo documento é que nao se deve fa-
zer as medicoes de TOC on-line ou in-house e que as
amostras devem ser enviadas para um laboratério de con-
trole de qualidade para a medi¢ao do TOC em equipamen-
tos especificos. A contagem de bactérias heterotréficas em
placas foi mantida no documento atual por se tratar de uma
metodologia adaptdvel praticamente todos os laboratérios
clinicos. Entretanto, sugere-se o uso de microscopia de flu-
orescéncia e a dosagem de endotoxinas como testes opcio-
nais pois estes geram informacodes adicionais importantes a
qualidade da &gua reagente. O parametro de esterilidade
nao foi incluido neste ultimo documento do CLSI pois a
maioria das aplicacoes do laboratério clinico ndo requer
dgua estéril. Quando necessdrio, a agua pode ser esterili-
zada por autoclavacao.

O uso do carvao ativado para remover eficientemente o
gosto e o odor de 4guas para o consumo humano ha mais
de 20 anos trouxe outras aplicacoes para esta substancia,
incluindo a purificacdo de dgua para os laboratérios clini-
cos e farmacéuticos, em geral na forma de cartuchos e fil-
tros e em conjunto com sistemas de pré-tratamento da
dgua como os filtros plissados de 1, 5 e 10 pm?**. Outras ca-
racteristicas destes filtros incluem a remocao de material
particulado suspenso na dgua e a eliminacao do cloro resi-
dual usado no tratamento convencional da dgua de abaste-
cimento publico através da adsorcao das moléculas de clo-
ro pelas particulas de carvao ativado’.

Os filtros de carvao ativado sem uso, em geral, ndao neces-
sitam ser estéreis para serem usados em sistemas de puri-
ficacdo de dgua para o laboratério clinico. Portanto, uma
microbiota transitéria composta por bactérias heterotrofi-
cas ubiquas pode ser encontrada6. Os resultados apresen-
tados neste estudo indicaram que somente alguns bacilos
Gram-positivos formadores de esporos e cocos Gram-posi-
tivos foram isolados em cultura a partir das particulas de
carvao ativado de filtros sem uso. Além disso, nao hé rela-
tos na literatura da formacao de biofilmes pelas bactérias
encontradas nestes filtros sem uso (Bacillus spp. e Micro-
coccus spp.). Portanto, estas bactérias nao possuem um pa-
pel significativo na ocorréncia de biofilmes em filtros de
carvao ativado utilizados em laboratérios clinicos. Nenhu-
ma bactéria Gram-negativa foi detectada nas analises des-
tes filtros sem uso. Além disso, as analises de TOC, AOC e
contagem de bactérias heterotréficas estavam dentro dos
limites maximos permitidos quando foi analisada a dgua
reagente do nosso laboratério produzida por sistema de
purificacao sem a presenca de biofilmes.

LeChevalier et al." demonstraram que o exopolissacarideo
produzido por comunidades encontradas em biofilmes ade-
ridos em particulas de carvdo ativado ndo é eliminado
quando exposto a até 2,0 mg/L de cloro livre durante 60 mi-
nutos. Segundo a Portaria 518/2004 da ANVISA4, o valor
minimo de cloro livre que deve estar presente na agua de
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abastecimento ptblico é 0,20 mg/L. Dessa forma, segundo
véarios estudos*®!"** pode-se diminuir drasticamente a quan-
tidade de bactérias heterotréficas e eliminar os enteropato6-
genos mais frequentes nas dguas de consumo humano. Co-
mo os sistemas de purificacao de agua dos laboratérios cli-
nicos recebe esse tipo de agua clorada, é necessario que se
remova esse cloro livre e isso é feito, em geral, utilizando o
filtro de carvao ativado. Entretanto, quando o sistema é des-
ligado, a dgua sem cloro permanece dentro dos cartuchos
com os filtros. A presenca de bactérias potencialmente ca-
pazes de formar exopolissacarideo neste meio torna-se,
entao, o passo inicial para a formacao de biofilmes'.
Segundo diversos outros estudos®*'*", a disponibilidade de
matéria organica (mensurado na forma de TOC e/ou AOC)
em sistemas de purificacdao de 4gua tem um papel extrema-
mente importante no crescimento e manutencao das comu-
nidades microbianas, gerando nutrientes suficientes para a
adaptacao destes microrganismos ao ambiente onde eles se
encontram. Os resultados apresentados neste estudo indi-
cam que o AOC foi consumido ao longo do dia de trabalho
e utilizado pelos microrganismos que se encontravam nas
matrizes de biofilmes aderidas aos filtros de carvao ativado.
Os célculos realizados mostraram que uma quantidade su-
ficiente de carbono organico foi utilizado para suportar o
crescimento de até 4,5 x 104 bactérias por mL de dgua. Es-
tes resultados estao estreitamente relacionados aos encon-
trados em vérios outros estudos***"”, indicando que a manu-
tencao preventiva adequada de todo o sistema é crucial pa-
ra a diminuicao do aporte de AOC para os biofilmes. Van
der Kooij et al.” indicaram que o crescimento bacteriano em
daguas sem cloro livre pode ser limitado sem houver um
aporte de menos que 50 pg de AOC por litro de dgua. Os
resultados apresentados em nosso estudo indicaram que ni-
veis de AOC 52,4 ng/L foram suficientes para que houves-
se multiplicacdo microbiana. Os resultados obtidos também
evidenciaram que a média de AOC em relacao ao TOC foi
de 8,9%. Este valor esta de acordo com aqueles encontra-
dos por Van der Kooij et al. (0,1 a 9,0%)".

Altos valores de bactérias heterotréficas totais foram obser-
vados em todas as amostras de dgua coletadas antes do ini-
cio das atividades dos laboratérios. As bactérias mais comu-
mente encontradas (Pseudomonadaceae) também foram as
principais responsaveis pela grande producao de exopolis-
sacarideos encontrados nas andlises dos biofilmes. Em ge-
ral estas bactérias sao muito resistentes a cloracao da agua
e entram nos sistemas pela agua de alimentacao. Ao encon-
trarem ambiente propicio para a adesao elas se estabele-
cem e comecam a agregar diversos outros microrganismos
na matriz do biofilme1,5. Klausen et al.” relataram que as
Pseudomonadaceae predominaram nos biofilmes analisa-
dos de sistemas de purificacdo de agua em consultérios
odontolégicos, sendo também capazes de se multiplicar em
ambientes com baixa quantidade de nutrientes. O'Toole et
al.'” relataram que cerca de 20% das bactérias heterotrofi-
cas isoladas em filtros de carvao ativado de farmaécias de
manipulacao pertecem a familia Pseudomonadaceae. Estu-
dos realizados pelo CLSI6 demonstraram o impacto negati-
vo da presenca de subprodutos dos biofilmes nas dguas re-
agentes utilizadas em andlises bioquimicas e imunoldgicas,
gerando resultados discrepantes quando comparados com
andlises realizadas com agua reagente produzida por siste-
mas sem a presenca de biofilmes.

Aparentemente, muitos fatores seletivos favorecem a colo-
nizacao destas bactérias em sistemas de purificacdo de
dgua e o entendimento destes fatores pode auxiliar no con-
trole dos biofilmes. A predominancia de Pseudomonas ae-
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ruginosa nos biofilmes pode ser consequéncia da capacida-
de desta bactéria em se multiplicar mais rapidamente que
outras. Também é fato que algumas cepas de P. aeruginosa
produzem bacteriocinas quando em matrizes de exopolissa-
carideos, o que impede a multiplicacdo de muitas outras
bactérias, oferecendo uma grande vantagem na competicao
por espaco e nutrientes nos biofilmes®.

As andlises com microscopia eletronica e fluorescéncia com
acridina-orange, além das andlises moleculares, demons-
traram a complexidade das comunidades que coexistem
nos biofilmes aderidos aos filtros de carvao ativado. Os re-
sultados obtidos também foram cruciais para revelar toda a
microbiota presente nos biofilmes, uma vez que somente
68% destes microrganismos foram cultivaveis através da
metodologia tradicional. No Brasil ndao ha relatos de estudos
dessa natureza abordando especificamente a 4gua reagen-
te para laboratérios de andlises clinicas.

O entendimento da importancia dos biofilmes na qualidade
da dgua reagente para laboratérios clinicos pode levar a
uma melhor manutencao preventiva dos sistemas de purifi-
cacao, através da definicao de protocolos de andlises peri6-
dicas e substituicao dos filtros de acordo com a demanda de
cada laboratério, para evitar o impacto negativo dos biofil-
mes e de seus subprodutos lancados nas dguas reagentes.
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Analise do desempenho da prova de nitritos das tiras
reativas de urina para triagem de infeccao bacteriana
do trato urinario

Analysis of the acting of the test of nitrite of the test strip of urine for screen of the urinary tract
bacterial infection

Celina Shizue Yoshida', Mary Mayumi Taguti Irie?, Ribia Andréia Falleiros de Padua’, Cinthia
Gandolfi Boer’, Vera Lucia Dias Siqueira® & Marcia Edilaine Lopes Consolaro®

~

RESUMO - As infecc¢oes do trato urinario (ITU) sdo enfermidades muito freqiientes, a maioria das vezes causadas por bactérias, prin-
cipalmente bactérias Gram-negativos BGN. As ITU sao definidas como um processo infeccioso de qualquer 6rgédo do trato urindrio. O
método diagnéstico padrao para a detecgao de ITU bacteriana € a urocultura, que apresenta varias vantagens, porém possui desvan-
tagens como demora na emissao do diagnostico e o alto custo. Por isso, tém-se buscado provas mais rdpidas, sensiveis e econoémicas
para a triagem de ITU, que identifiquem os casos negativos e alertem para bactérias significativas. Com este intuito, o presente tra-
balho objetivou avaliar o desempenho da prova de nitritos das tiras reativas de urina (TRU) para triagem de ITU, através da determi-
nacao de sua sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (PPV) e valor preditivo negativo (NPV), tomando como método
padréo a urocultura. Foi feito um estudo dos resultados da prova de nitritos e da urocultura de urinas processadas durante o periodo
de janeiro de 1999 a dezembro de 2001 no LEPAC-UEM-PR. Obteve-se os seguintes resultados: sensibilidade 48,33%, especificidade
100,00%, PPV 100,00%, NPV 89,35%, prevaléncia 18,75%, predicao de falso-positivo 0,00%, predicao de falso-negativo 10,65%. Des-
ta forma, observou-se que a prova de nitrito pelas TRU apresentou altos valores de especificidade, PPV e NPV, porém a sensibilidade
foi relativamente baixa. Isto indica que este método parece ndo ser um bom screening de ITU e portanto nao deve ser utilizado como
Unico teste para diagnéstico desta patologia.

PALAVRAS-CHAVE - infeccéo urinéria, nitrito, tira reativa de urina. Y,

~

/SUMMARY - The urinary tract infection (UTI) are very frequent illnesses, most of the times caused by bacteria, mainly Gram Nega-
tive Bacilo (BGN). IUT is defined as an infectious process of any organism of the urinary tract. The method standard diagnosis for the
detection of bacterial UTI is the urine culture, that presents several advantages, even so it possesses disadvantages as delay in the
emission of the diagnosis and the high cost. That, faster, sensitive and economic tests have been looking for for the screen of UTI, that
they identify the negative cases and alert for significant bacteriuria. With this intuito, the present work objectified to evaluate the ac-
ting of the test of nitrite of test strip of urine (TSU) for screen of UIT, through the determination of its sensibility, especificity, positive
predictive value (PPV) and negative predictive value (NPV), taking as standard method the urine culture. It was made a study of the
results of the nitrite test and of the urine culture of urines processed during the period of January of 1999 to December of 2001 in LE-
PAC-UEM-PR. It was obtained the following results: sensibility 48,33%, especificity 100,00%, PPV 100,00%, NPV 89,35%, prevalency
18,75%, prediction of false-positive 0,00%, prediction of false-negative 10,65%. This way, it was observed that the nitrite test for TSU
presented high especificity values, PPV and NPV, even so the sensibility was relatively low. This indicates that this method seems not
to be a good screening of UIT and therefore it should not be used as only test for diagnosis of this pathology.

KEYWORDS - urinary infection, nitrite, test strip of urine. J

nos pacientes de qualquer idade. Nos primeiros anos de vi-
da, predominam os sintomas gerais: apatia, perda de peso,
deficiéncia no desenvolvimento, vomitos, diarréia ou cons-
tipacao intestinal e febre. Nas criancas com mais idade e
nos adultos, as ITU agudas caracterizam-se por febre pre-
cedida de calafrios e dor lombar associada a polacitria, di-
suria, tenesmo vesical, nictiria, nduseas, vomitos e dis-
tensao abdomina*.

Segundo OLIVEIRA & MARQUES15, as ITU destacam-se
nao somente pela sua freqiiéncia como também pela pos-
sibilidade de complicacoes graves, como a insuficiéncia re-
nal e a septicemia. Clinicamente podem apresentar-se
quadros diversos, variando desde as cistites mais simples,
até complicacgoes severas e irreversiveis do parénquima re-

INTRODUGAO

s infecgdes do trato urinério (ITU) sdo uma das enfermi-

dades mais freqiientes nas consultas de ambulatério e
no meio hospitalar, existindo possibilidades de agravamen-
to na dependéncia do estado geral do paciente e da sua ida-
de, entre outras variaveis. Por esta razao, merecem grande
atencao nas pesquisas e estudos nas ciéncias médicas®” .
Infeccdo urindria pode ser definida como a invasdao micro-
biana de qualquer 6rgao do trato urinario desde a uretra
até os rins12. A maioria das infecgdes se restringem a be-
xiga, sem ascensao de germes para os rins, representando
o quadro cléssico de ITU".
As ITU acometem homens e mulheres em qualquer idade,

sendo que os grupos mais comprometidos sao os seguintes:
recém-nascidos do sexo masculino, meninas em idade pré-
escolar, mulheres jovens sexualmente ativas, homens com
obstrucao prostatica e idosos de ambos os sexos®.

Os sintomas das ITU sao fundamentalmente os mesmos

nal como as pielonefrites.

Qualquer microrganismo invasor, tanto bactérias Gram-
positivas quanto Gram-negativas, virus, fungos e outros
agentes, pode ser a causa das ITU5. A etiologia das ITU
apresenta variacoes quanto ao sexo, idade, estado geral do
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paciente, uso prévio de antimicrobianos, aquisicao hospita-
lar ou comunitaria. Em qualquer condicao, Escherichia co-
li e outros bacilos Gram-negativos aerébios, assim como,
Staphylococcus saprophyticus e Enterococcus faecalis,
contribuem em mais de 90% dos casos.

A presenca de ITU pode ser diagnosticada pela anamnese,
exames clinicos e laboratoriais®****'*?', As técnicas mais
empregadas incluem a presenca de nitritos na anélise qua-
litativa da urina, a determinacao quantitativa das bactérias
e a cultura da urina (urocultura), sendo este o método con-
siderado como padrao para o diagnostico de ITU"*,

O volume de trabalhos que avaliam o exame de urina atra-
vés das Tiras Reativas de Urina (TRU) para a deteccao de
parametros que alertem sobre uma possivel infec¢do urina-
ria tem aumentado sensivelmente, procurando-se otimizar
o uso de provas sensiveis, rdpidas, de baixo custo e confia-
veis, que identifiquem os casos positivos e alertem para
bacteriurias significativas. Isto porque o método padrao pa-
ra o diagnéstico das ITU bacterianas, a urocultura, tem des-
vantagens como a demora no diagndéstico e o alto custo™”.
O teste de nitritos nas TRU se fundamenta na medida indi-
reta de bactérias redutoras do nitrato a nitrito, incluindo to-
das as enterobactérias e a maioria das bactérias nao fer-
mentadoras, e alguns cocos Gram positivos, que sao res-
ponsaveis pela maioria dos casos de ITU, quando a elas é
fornecido urina que contenha suficiente quantidade de ni-
trato e que tenha permanecido retida na bexiga por mais de
4 horas". Essa reacao é identificada pela mudanca de colo-
racao da zona de reacao da tira; por exemplo, na Combur-8
Test, a reacao de nitritos torna-se rosada quando positiva.
Desta forma, o presente estudo objetivou avaliar o desem-
penho da prova de nitritos urindrios das TRU para triagem
de ITU, através da determinacao de sua sensibilidade, es-
pecificidade, valores preditivos positivo e negativo, toman-
do como método padrédo a urocultura. Procurou-se portan-
to avaliar a aplicacao da prova de nitritos das TRU como
método de diagnéstico presuntivo de infeccao urindria.
Objetivou também estabelecer, para a populacao em estu-
do, a freqiiéncia de infeccdo urindria e as bactérias mais
comumente envolvidas nesta patologia.

MATERIAL E METODOS

Foi feito um estudo retrospectivo dos resultados da prova de
nitrito e da urocultura de 320 urinas processadas durante o
periodo de janeiro de 1999 a dezembro de 2001, no Labora-
tério de Ensino e Pesquisa (LEPAC), da Universidade Esta-
dual de Maringd (UEM)/PR. As amostras procederam de
pacientes em que havia o pedido médico de urocultura e de
exame parcial de urina. Nestas urinas foi verificada a pre-
senca de nitritos através das TRUs e determinado o cresci-
mento significativo de bactérias através da urocultura.
Foram atendidos pelo LEPAC pacientes de Maringa e re-
gido, da rede privada, de convénios, do Sistema Unico de
Saude (SUS-15a Regional de Saude do Parand), do ambula-
tério médico da prépria instituicao e do ambulatério de es-
pecialidades do Hospital Universitario de Maringa (HU).
As amostras de urina foram coletadas através do jato médio
de miccao espontanea, quando possivel, ap6s 6 horas ou
mais de incubacao na bexiga, preferencialmente, a primei-
ra urina da manha3. Foram utilizados frascos estéreis e to-
mados os devidos cuidados de assepsia para a urocultura.
O estudo por meio das TRUs foi realizado em tiras Combur-10
Test® (ROCHE Diagnostics), conforme instrucoes do fabrican-
te. Foram consideradas positivas para nitrito todas as amostras
cuja érea da TRU para nitritos apresentou tons réseos.
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Para a urocultura, as urinas foram semeadas de forma
quantitativa com alcas calibradas de 1 ou 10pL em placas
de 4gar Cistina Lactose Deficiente em Eletrélitos (CLED-
Biobras®), incubadas por 24 horas a 35°C, em atmosfera de
aerobiose. No urocultivo se valorizou contagem superior a
10.000 UFC por mL, quando em cultura pura'.

A identificacao dos microrganismos foi feita mediante sua
morfologia microscépica e diversas provas bioquimicas,
enzimaticas e de sensibilidade.

Analise estatistica

Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, va-
lor preditivo negativo, predicao de falso positivo e negati-
vo para a deteccao de nitritos pela TRU foi calculada. Pos-
tulou-se como método de referéncia a urocultura.

RESULTADOS

Foram analisadas 320 urinas no periodo de estudo. Nao foi
observado crescimento bacteriano no urocultivo de 250 amos-
tras (78,10%) mas ocorreu crescimento em 70 amostras
(21,90%). Destas, com crescimento bacteriano em 60 (85,70%)
casos, houve crescimento de bacilos Gram negativos (BGN) e
em 10 (14,30%) casos, cocos Gram positivos (CGP).
Dos 60 casos com crescimento de BGN, em 29 (48,30%) a
prova de nitrito na TRU foi positiva e em 31 (51,70%) ne-
gativa, sendo estes dados demonstrados na Tabela 1.
TABELA |
Resultado da prova de nitrito na TRU para casos de uro-
cultura positiva e negativa para BGN.

Nitrito Urocultura Urocultura Total
(TRU) + =
+ 29 0 29
- 31 260 291
Total 60 260 320

Sensibilidade: 48,33%; Especificidade: 100,00%; Valor preditivo positivo (PPV): 100,00%;
Valor preditivo negativo (NPV): 89,35%; Prevaléncia: 18,75%; Predicéo de falso-positivo: 0,00%;
Predicéo de falso-negativo: 10,65%
Dos 60 BGN identificados segundo MURRAY et al.*, 53
(88,30%) convertem nitrato a nitrito em 99-100% dos casos e
7 (11,70%) convertem nitrato a nitrito em 90-95% dos casos.
A tabela 2 descreve a freqtiéncia dos BGN identificados na
urocultura que convertem nitrato a nitrito em 99-100% dos
casos, o resultado da prova de nitritos em TRU e a freqiién-
cia de falso-negativos nessas amostras.
TABELA II
Descricéao e freqiiéncia dos BGN que convertem nitrato a
nitrito em 99-100% dos casos que foram positivos na
urocultura, resultado da prova de nitritos nas TRU e fre-
qiiéncia de falso-negativos.

Freguiéncia no total de urinas Frequiéncia nas urinas com Nitrito
Bactérias Gram negativas analisadas (n = 320) urocultura positiva (n = 70) positivo
n° % % (n°)
Escherichia coli 34 10,30 48,60 17
Klebsiella pneumoniae 8 2,50 11,40 4
Serratia marcescens
1 0,30 1,40 1
Enterobacter cloacae
Citrobacter koseri
+ A N 1 0,30 1,40 1
Escherichia coli
Citrobacter amalomaticus 1 0,30 1,40 1
Klebsiella pneumoniae
+
Escherichia coli 2 0.60 280 B
Pseudomonas aeroginosa 3 0,90 4,30 0
Enterobacter aerogenes 1 0,30 1,40 0
Enterobacter cloacae
" 1 0,30 1,40 0
Enterobacter sakazaki
BGN néo fermentador de
N 1 0,30 1,40 0
glicose e leveduras
Total 53 16,10 75,50 25

RBAC, vol. 38(4): 255-258, 2006



A Tabela 3 descreve a freqiiéncia dos BGN identificados na
urocultura que convertem nitrato a nitrito em 90-95% dos
casos, o resultado da prova de nitritos em TRU e a freqiién-
cia de falso-negativos nessas amostras.

TABELA 111
Descricao e freqiiéncia dos BGN que convertem nitrato a
nitrito em 90-95% dos casos que foram positivos na
urocultura, resultado da prova de nitrito na TRU e
freqiiéncia de falso-negativos.

Bactérias Gram Ne- Freqtiéncia no Frequéncia nas Nitrito Nitrito Freqléncia
gativas total de urinas urinas com positivo negativo de falso-

analisadas (n =  urocultura positiva negativos

320) (n=70)
) (%) (%) (n°) (n°) (%)

Proteus mirabilis 6 19 8,6 3 3 50,00
Proteus pinneri 1 0,3 1,4 1 0 0,00
Total 7 2,2 10,0 4 3 25,00

Dos CGP diagnosticados pela urocultura, a conversao de
nitrato a nitrito, sequndo MURRAY et al.*, é determinada
apenas para: Estafilococos coagulase negativo, que apre-
senta conversao variavel, sendo na maioria das vezes posi-
tiva, e para Staphylococcus saprophyticus, cuja conversao
é sempre negativa. A Tabela 4 descreve os cocos identifi-
cados nas culturas e suas freqiiéncias.

TABELA IV
CGP diagnosticados pela urocultura.

Cocos Freqgliéncianas 320  Frequéncia nas 70
urinas analisadas urinas com urocultura
ne° (%) positiva (%)
Stomatococcus spp. 1 0,31 1,42
Estafilococos coagulase negativo 2 0,62 2,90
Enterococcus faecium 1 0,31 1,42
Staphylococcus saprophyticus 1 0,31 1,42
Enterococcus faecalis 2 0,62 2,90

Estreptococos- grupo viridans
+

1 0,31 1,42
Enterococcus faecalis
Estreptococos - grupo viridans 1 0,31 1,42
Estreptococos p hemolitico 1 0,31 1,42
Total 10 3,10 14,30
DISCUSSAO

De todas as amostras testadas, 21,90% foram consideradas
indicativas de infeccao. No trabalho realizado por VAN
NOSTRAND et al.** observou-se freqiiéncia de uroculturas
positivas um pouco menor, em torno de 17,00%.

De todas as uroculturas positivas no presente trabalho, em
85,70% foram isolados BGN e em 14,30% CGP. Estes resul-
tados se aproximaram dos de LATORRE et al’, cuja fre-
giiéncia de isolamento de BGN foi de 83,02% e sao inferi-
ores aos descritos por SANTOS et al. ¥, que foi de 91,10%.
McNAIR et al.”® obtiveram freqiiéncia de CGP de 19,40% em
suas uroculturas, valores portanto superiores aos deste estudo.
Em todas as bibliografias analisadas, E. coli é relatada co-
mo a bactéria mais frequentemente isolada em urocultura.
Porém, a freqtiéncia do seu isolamento varia consideravel-
mente entre os autores, sendo de 51,90%, 58,30% e
53,30% segundo SANTOS et al.”®, McNAIR et al.¥® e LA-
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TORRE et al’, respectivamente. O presente estudo de-
monstra freqiéncia de isolamento desta bactéria de
48,60% (Tabela 2), portanto um pouco inferior aos traba-
lhos acima citados.

Quanto aos CGP isolados nas uroculturas positivas,
McNAIR et al.® descrevem que Estreptococos grupo B foi
isolado em 11,10% e Estafilococos coagulase negativo em
8,30%. SANTOS et al.® isolaram Enterococos em 2,30%
dos casos e Estafilococos em 4,40%. Os resultados do pre-
sente estudo diferem destes dois autores, uma vez que foi
isolado Enterococos e Estafilococos, cada um com freqiién-
cia de 2,80% (Tabela 4).

VAN NOSTRAND et al.22 descreveram que a sensibilidade
da prova de nitritos na urina pelas TRU foi de 19,20% e a
especificidade de 94,90%, enquanto que para ZAMAN et
al.® a sensibilidade foi de 27-30,00% e a especificidade de
93-94,00%. Ja para LOPEZ-ANAYA™", a sensibilidade foi de
90,00%. O presente trabalho obteve resultados superiores
aos dos estudos acima citados, onde a sensibilidade foi de
48,33% e a especificidade de 100,00%. Desta forma, a espe-
cificidade da prova de nitritos na urina pelas TRU foi alta
em todos os estudos analisados, inclusive o nosso, represen-
tando portanto que é muito alta a probabilidade do teste ser
negativo sabendo-se que os pacientes examinados nao sao
portadores da doenca, o que representa os casos negativos
coincidentes entre as provas de nitritos e urocultura. Porém,
a sensibilidade mostrou-se muito baixa na maioria dos tra-
balhos. Isto significa que é baixa a probabilidade do teste
de nitritos nas urinas pelas TRU ser positivo sabendo-se que
os pacientes examinados sdo doentes, ou seja, é baixa a
probabilidade da prova de nitrito ser positiva nos casos de
ITU bacteriana confirmada pela urocultura.

O PPV, ou seja, a probabilidade do paciente estar realmente
doente quando o resultado de nitritos pelas TRU é positivo,
é de 100,00% em nosso trabalho, levando a uma predicao de
falso-positivo de 0,00%. VAN NOSTRAND et al.? descreve-
ram PPV de 50,00% e ZAMAN et al.*® de 51-52,00%.

Para o NPV, que é a probabilidade do paciente nao estar
doente quando o resultado é negativo, o valor foi de
89,35%, indicando uma predicao de falso-negativo de
10,65% dos casos. VAN NOSTRAND et al.* descreveram
NPV de 81,70% e ZAMAN et al.23 de 82-87,00%.

A presenca de 14,30% de CGP identificados pela urocultu-
ra contribuiu para o baixo resultado da sensibilidade, sen-
do que para este tipo de bactéria, a conversao de nitrato a
nitrito na urina ndo estd bem estabelecida ou é negativa.
Segundo CRAVER & ABERMANIS? para testes propostos
como screening, como a deteccao de nitritos pelas TRU, a
sensibilidade é mais importante do que a especificidade,
pois um bom teste aceita falso-positivos enquanto minimiza
falso-negativos. A especificidade é mais importante para
testes confirmatoérios. Assim, de acordo com os resultados
relativamente baixos de sensibilidade para a deteccao de
nitritos em urinas através das TRU, este parece ndo ser um
bom teste para predizer infeccdo urindria e propde-se que o
mesmo nao deva ser utilizado como método unico para tri-
agem de ITU, estando em concordancia com os resultados
de ZAMAN et al.® e VAN NOSTRAND et al.2
LOPEZ-ANAYA! adverte, ainda, para o fato de que, sendo
a E. coli o principal agente causal das ITU, a determinacao
de nitritos em urinas através das TRU para esta bactéria nao
é positiva de maneira significativa. Este mesmo autor en-
controu 5,33% dos casos de urocultura positiva para E. coli
com nitrito negativo. No presente trabalho, a frequéncia de
falso-negativos da prova de nitritos para E. coli foi de
50,00% (Tabela 2). Sendo esta uma bactéria que reduz ni-
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trato a nitrito em 99-100,00%, conforme o descrito pela lite-
ratura, casos com urocultura positiva para esta bactéria ndo
poderiam apresentar TRU para nitrito negativo.

Para os BGN, descritos por converterem nitrato a nitrito em
99-100,00% dos casos, inclusive a E. coli, a deteccao de ni-
tritos pelas TRU mostrou-se falso-negativa em 55,00% dos
casos (Tabela 2), enquanto que aqueles que convertem ni-
trato a nitrito em 90-95,00% dos casos, a freqiiéncia de fal-
so-negativos foi de 25,00% (Tabela 3). Casos falso-negati-
vos podem ocorrer em decorréncia de algumas situagoes,
como: presenca de bactérias que ndo convertem nitratos a
nitritos, alta ingestdao de vitamina C, impregnacao inade-
quada da TRU, ingestao de antimicrobianos, uso de TRU
vencidas, urina que nao permaneceu tempo suficiente na
bexiga, paciente sem dieta suficiente de nitrato ou reducao
de nitrito para nitrogénio ou aménia'***. Porém estes fato-
res nao podem ser responsabilizados por uma frequéncia
tao elevada de falso-negativos.

CONCLUSAO

A freqiiéncia de isolamento de E. coli, bactéria mais comu-
mente associada a ITU, foi um pouco inferior ao descrito
pela literatura, apesar de ter sido a bactéria mais isolada.
O isolamento de CGP no presente trabalho também foi in-
ferior ao das literaturas analisadas.

Apesar da obtencao de altos valores de especificidade PPV
e NPV para a prova de nitritos pela TRU, a sensibilidade
foi relativamente baixa. Isto indica que este parece nao ser
um bom teste de screening para infecgdo urindria e, por-
tanto, nao deve ser utilizado como tnico método para diag-
noéstico de ITU.

Deve-se, também, alertar para o fato de que a freqtiéncia
de falso-negativo para os BGN foi, em geral, consideravel-
mente elevada, e que nenhum dos CGP isolados apresen-
tou nitrito positivo. Isto reforca o fato deste parecer nao ser
um bom método para a triagem de ITU.
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Prevaléncia de traco falciforme em doadores de san-
gue da regiao de Londrina — Parana*

Sickle cell trait prevalence in blood donors from Londrina area - Parana

Carolina Grignani', Cétia L. Amaral’, Cristiane A. lamamoto', Tatiana O. Gongalves’, Denise A.
Mashima®, Tiemi Matsuo®, Aparecida L. Perim®, Sandra R. Q. Carvalho®, José W. Bregand® & Maria
Emilia Favero®

RESUMO - A hemoglobina S (HbS) é uma das alteracées hematolégicas hereditérias de maior freqiiéncia. Os individuos homozig6-
ticos apresentam anemia em diversos graus de gravidade, enquanto os heterozigéticos (HbAS) sao clinicamente e hematologicamen-
te saudaveis. Assim, os portadores de HbS sao considerados aptos a doacao de sangue. Entretanto, a utilizacao do sangue contendo
HbS apresenta restricoes de uso devido ao potencial de falcizacao no receptor e existem também dificuldades operacionais durante a
leucorreducao de concentrados de hemacias. Considerando que a freqtiéncia da HbS apresenta variagoes significativas conforme a
regido do Brasil, o objetivo deste trabalho foi determinar a prevaléncia de HbS em doadores de sangue da regiao de Londrina-PR. Foi
realizado um estudo prospectivo, no periodo de agosto de 2002 a maio de 2003, no qual foram incluidos 6237 doadores atendidos no
Hemocentro do Hospital Universitdrio da Universidade Estadual de Londrina . A triagem de HbS foi realizada pelo teste de solubili-
dade em amostras de sangue colhidas em frascos contendo EDTA. A prevaléncia de HbS na populacao estudada foi de 1,39% sendo
significativamente superior entre negréides (3,72%) quando comparada aos nao-negréides (0,82%). Apesar da baixa freqiiénica de
HbS na populacao avaliada, a sua triagem em doadores de sangue é importante porque permite o uso adequado do sangue a ser trans-
fundido.

\PALAVRAS-CHAVE - Hemoglobina S, doadores de sangue, prevaléncia. Y,

/SUMMARY - Sickle Hemoglobin (HbS) is the most common inherited hematological disorder. The homozigous state cause anemia
while in the heterozygous state (HbAS) there are no associated hematological nor clinical abnormalities. Although individuals whit
sickle cell trait are accepted for blood donation, the use of hemoglobin AS blood is restricted because of the tendency of the red cells
to sickle after transfusion. There are also, operational dificulties during the leukoreduction process of packed red cell units. Conside-
ring that HbS frequency varies greatly acording to the region of Brazil, the pourpose of this work was to determine the prevalence of
sickle cell trait among blood donnors from Londrina —Parand. This was a prospective study, carried out from August/2002 to May/2003.
Blood samples from 6.237 donnors of the blood bank from the Hospital Universitdrio of the Universidade Estadual de Londrina were
included. The screening for HbS was undertaken by the solubility test using blood collected into EDTA. The prevalence of HbS found
in this work was 1,39%, and was significant greatly among black people (3,72%) than in non-black (0,82%). In spite of the low fre-
quency of HbS in this region, the screening of blood donnors is important because the blood donated can be properly transfused.

KEYWORDS - Hemoglobin S, blood donors, prevalence.
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INTRODUCAO

hemoglobina S (HbS) é uma hemoglobina variante,

decorrente da mutacao pontual na posi¢cao 6 do gene
da cadeia globinica § (glu ==> val) denominado gene bs,
com conseqiiente alteracao nas propriedades fisico-quimi-
cas da molécula. Quando desoxigenada, a HbS apresenta
acentuada diminuicao na solubilidade e agrega-se forman-
do polimeros. Estas estruturas sdo responséaveis pela alte-
racao na morfologia (falcizacao) e diminuicao da deforma-
bilidade do eritrécito que levam a hemodlise e fend6menos
vaso-oclusivos caracteristicos da anemia falciforme (indivi-
duos homozigoéticos)®.
O individuo heterozigético para o gene f* é considerado
portador sadio e denominado trago falciforme. No entanto,
a real morbidade neste caso é bastante controversa uma
vez que existem relatos na literatura de morte subita e
complicacdes clinicas em portadores expostos a condicdes
de baixa tensao de oxigénio como anestesia geral, mergu-
lho, v6o em avides sem pressurizacao, bem como na desi-
dratacédo, em esforcos fisicos extenuantes, na infeccao gra-
ve e episodios de acidose®. A opinido mais comum é de
que essas complicagbes ocorram muito raramente ja que o
baixo potencial de falcizacdao dos heterozigotos exige que
os fatores desencadeantes (hipdxia, acidose e desidra-
tacao) sejam muito intensos 9.

No Brasil, mais de 8.000 pessoas apresentam anemia falci-
forme (forma homozigota), e cerca de 2 milhées de pessoas
sao portadoras do trago falciforme. Estima-se, a cada ano, o
nascimento de 700-1000 novos casos de portadores de do-
encas falciformes, incluindo a formas interativas com outras
anormalidades hereditarias da Hb ®%. Uma vez que esta al-
teracdo genética tem origem no continente africano, a pre-
valéncia do gene bs apresenta diferencas regionais decor-
rentes do processo de miscigenacao e migracao da popu-
lacao brasileira, variando entre 1 e 2% na regidao sul e 6 a
10% entre negros e pardos na regiao nordeste *°.
Individuos com tracgo falciforme sdo clinicamente e hema-
tologicamente saudaveis e, portanto, aptos a doacao de
sangue. Entretanto, a utilizacdo deste sangue é restrita,
principalmente em portadores de hemoglobinopatias, na
acidose grave, nos recém-nascidos e na transfusdo intra-
uterina devido ao potencial de falcizacao no receptor, e
também pelas alteracoes no produto hemoterdapico como
conseqliéncia do processamento e estocagem ©’%. Assim, a
fim de aumentar a eficacia terapéutica das transfusoes san-
giiineas, a triagem de hemoglobinas anormais entre os do-
adores de sangue passou a ser obrigatéria a partir de junho
de 2004, conforme a Resolucdao de Diretoria Colegiada da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria- RDC 153/04 ©.
Além dos possiveis problemas decorrentes da transfusao
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de eritrocitos contendo HbS, estdao sendo relatadas dificul-
dades operacionais durante o processamento deste san-
gue, principalmente na obtencao de concentrado de hema-
cias pobre em leucécitos. A filtracdo incompleta ou com
tempo maior para a realizacdao do procedimento ®'” ocorre
pela obstrucao dos filtros e pode ser atribuida a diminuicao
da deformabilidade do eritrécito causada pela polimeri-
zacao da HbS.

O objetivo deste trabalho foi determinar a prevaléncia do
gene da HbS em doadores da regiao de Londrina e verifi-
car a correlacao com as caracteristicas da populacgao estu-
dada, pois nao existem dados atuais sobre o assunto para
esta regiao.

METODOLOGIA

Populacao estudada

Foi realizado um estudo de coorte transversal, prospectivo,
no qual foram incluidos os doadores de sangue atendidos
no Hemocentro do Hospital Universitario (HU) da Univer-
sidade Estadual de Londrina (UEL) e nos bancos de sangue
das cidades de Cornélio Procépio e Jacarezinho durante o
periodo de agosto de 2002 a maio de 2003.

As informacodes sobre naturalidade, raca, idade e sexo fo-
ram obtidas a partir do banco de dados do Hemocentro.
Devido a varidvel raca estar classificada em varias etnias,
para este estudo, considerou-se dois grupos: o grupo ne-
gréide, composto pelos doadores pardos e negros, e nao-
negréide, composto por brancos e amarelos.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa
envolvendo seres humanos do HU/UEL.

Coleta de sangue

Para a pesquisa da HbS, de cada doador, foram colhidos
4,0 mL de sangue em frascos contendo EDTA como anti-
coagulante e utilizando-se o sistema de coleta a vacuo. As
amostras foram preservadas a 4°C até o momento da reali-
zacao do teste de solubilidade da HbS.

Teste de solubilidade da HbS

O procedimento utilizado foi adaptado a partir da metodo-
logia descrita por Naoum, 1997Y, Resumidamente, 50 pL
de sangue foram adicionados em 0,5 mL de solucao de di-
tionito de s6dio a 1% em solucao tampao fosfato. Para a vi-
sualizacao do resultado, 10 pL da suspensao acima foi co-
locada em papel de filtro grau quantitativo 50. A hemoglo-
bina S precipitada nao se difunde no papel de filtro, for-
mando um botao central facilmente identificado enquanto
os testes negativos apresentam uma mancha homogénea
(Fig. 1). Controles positivos foram realizados diariamente.

Analise estatistica

Para a analise estatistica foram consideradas 6.237 amos-
tras, pois foram excluidas 801 amostras provenientes de
doacoes repetidas. As associacoes entre a positividade pa-
ra HbS e as caracteristicas dos doadores foram avaliadas
com o teste de qui-quadrado. Calculou-se a razao de pre-
valéncia e o seu intervalo de confianca de 95% quando a
associacao foi significativa (p<0,05).
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Figura 1: Visualizacao do teste de solubilidade da HbS em papel
de filtro. C: Controles positivos; 1 e 14: amostras positivas; 2-13
e 15-20: amostras negativas.

RESULTADOS

A populacao analisada neste estudo foi caracterizada pelo
predominio de individuos na faixa etdria de 18-25 anos
(42,6%) (Tab. 1) e do sexo masculino (65,6%) (Tab. 2).
Quanto ao grupo racial, 5001 (80,2%) foram classificados
como nao-negréides, 1235 (19,8%) como negrdides e em
apenas um doador esta informacédo nédo estava disponivel
no banco de dados do Hemocentro (Tab. 2). De acordo com
a naturalidade, 4790 (79,34%) dos doadores eram proce-
dentes da regiao sul do Brasil e apenas 156 (2,58%) do nor-
deste (Tab. 3).

Entre os 6237 doadores estudados, 87 (1,39%) apresenta-
ram resultados positivos no teste de solubilidade. Conside-
rando o sexo (Tab. 2), nao houve diferenca significativa na
freqliéncia de positividade da HbS (p=0,9856). Entretanto,
a freqiiéncia de portadores de HbS foi significativamente
superior (p < 0,0001) entre negroéides (3,72%) quando com-
parada ao grupo nao-negroéide (0,82%) (Tab. 2). A razao de
prevaléncia entre os grupos foi de 4,54 [I.C. 95%: 3,00 —
6,89]. Comparando-se a freqiiéncia de HbS de acordo com
a naturalidade dos doadores (Tab. 3), nao houve diferenca
significativa (p= 0,2780).

TABELA |
Distribuicao da positividade da HbS em doadores de
sangue de acordo com a faixa etaria.

Faixa etaria*

18-25 26-35 36-45 46-55 56-65
n** (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
HbS — Positivo ~ 28(1,05)  22(1,82) 23(1,82) 10(146)  4(2,80)
HbS — Negativo 2631 1461 1242 677 139
Total 2659 1483 1265 687 143

* 52=6,05, gl=5, valor de p=0,1951
** n=numero de amostras analisadas

TABELA I
Comparacao da freqiiéncia da HbS de acordo com sexo
e grupo racial.

Sexo* Grupo racial **
Masculino Feminino Nao-negréoide  Negroide
n (%) n (%) n (%) n (%)
HbS Positivo 57 (1,39) 30 (1,40) 41(0,82) 46 (3,72)
HbS Negativo 4.035 2.115 4.960 1.189
Total 4.092 2.145 5.001 1.235

* 52=0,0, gl=1, valor de p=0,9856
ok a2=42 91, gl=1, valor de p < 0,0001
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TABELA Il
Comparacao da freqiiéncia de HbS de acordo com
a naturalidade.

Naturalidade*

S SE NE CcO N
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
HbS Positivo 68 (1,42) 13(1,20) 4(2,56) 0 1(5,56)
HbS Negativo 4.722 1.066 152 72 17
Total 4.790 1.079 156 72 18

%*=5,09, gl=4, valor de p <0,2780

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Neste trabalho, a triagem de portadores de traco falciforme
foi realizada através do teste de solubilidade, metodologia
que se baseia na insolubilidade da Hb S quando no estado
reduzido. As hemoglobinas normais e as variantes comuns,
como por exemplo, C, D, N, I sdo soltiveis nestas condicoes,
de forma que o teste é especifico para HbS"». Segundo
SURVE, 2000, o teste de solubilidade pode ser utilizado em
triagens para determinar a prevaléncia de Hb S em dife-
rentes grupos populacionais porque apresenta sensibilida-
de de 93,8% e especificidade de 100% com valor preditivo
positivo de 100% e valor preditivo negativo de 96,7 %"%.
Além do mais, o teste é de facil execucédo e ndo necessita de
treinamento especial por parte da equipe técnica para sua
realizacao"”. Entretanto, Prudéncio (2000), relata que resul-
tados falso-positivos podem ser observados em condigoes
como: policitemia, mieloma maultiplo, hemoglobina de
Bart's, Hemoglobina C Harlem, transfusao recente, insufici-
éncia renal cronica e excesso de sangue na reacgao; e que
resultados falso-negativos podem ser obtidos se a concen-
tracdao de hemoglobina for inferior a 7g%, quando a HbS
estiver presente em pequena quantidade (no recém-nato e
apos transfusao), se houver deterioracdo e inatividade dos
reagentes, ou ainda pelo uso de quantidade inadequada de
sangue na realizacdo do teste"”. Observa-se que as con-
dicdes patolégicas citadas ndo sdo encontrados na popu-
lacao de doadores estudada, pois os mesmos sdo excluidos
na triagem pré-transfusional, e que condi¢oes de problemas
técnicos podem ser controladas com o uso de técnicas bem
padronizadas e amostras controle para o ensaio. Assim, no
estudo realizado, optou-se apenas pelo teste de solubilida-
de apesar de nao ser o teste padrao para deteccao de hemo-
globina S como a eletroforese de hemoglobina e a cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Segundo Naoum (1997), a prevaléncia média de portadores
do traco falciforme no Brasil é de 2,1%, sendo que no esta-
do do Parana este valor encontra-se entre 1-2%%. A preva-
léncia de HbS obtida neste trabalho pode ser considerada
baixa se comparada com a regiao Nordeste mas, estd proxi-
ma aos valores citados na literatura para a regiao Sul. No
entanto, houve considerdvel aumento desta prevaléncia
com relacao ao trabalho realizado por Naoum (1987), no
qual a prevaléncia de HbS na cidade de Londrina foi de
0,77%"%. O aumento observado demonstra a importancia
da triagem de Hb S em doadores de sangue.

Ao comparar a prevaléncia da HbS de acordo com o grupo
racial, verificou-se que a positividade para o gene bs apre-
senta associac¢ao significativa com a populacao negroéide, o
que estd de acordo com os dados descritos na literatura®?.
Em relacao ao sexo dos doadores, nao houve diferenca sig-
nificativa na prevaléncia do fenétipo bs, uma vez que os ge-
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nes que controlam a sintese da cadeia b da globina nao sao
restritos por esta condicdao. Também quanto a distribuicao
do gene nao foi encontrada nenhuma relacao estatistica-
mente significativa com a faixa etaria pois a expressao do
gene nao € alterada nas diferentes fases da vida.

Em virtude dos resultados obtidos, vale ressaltar a impor-
tancia da utilizacao do teste de solubilidade na triagem de
doadores de sangue para a identificacao dos portadores de
traco falciforme, o que permite o uso mais adequado do
sangue a ser transfundido”#7. Além disso, devem ser le-
vados em consideracao os aspectos epidemiolégicos e edu-
cacionais de orientacao aos portadores do traco falciforme,
comecando com a implantacao do servigo obrigatério de
triagem nao s6 para doadores de sangue como também pa-
ra gestantes e recém-nascidos *»,
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Soroprevaléncia de HIV-1/2 entre doadores de
sangue de Goiania-Goias*
Seroprevalence of HIV- 1/2 among blood donors of Goiania (Goias state, Brazil)

Keury Indcio Gongalves', Eduardo Martins de Souza', Lorena Sales Modesto', Aline Folador da
Fonseca' & Keila Correia de Alcantara®

~

RESUMO - A aids ainda é uma doenca incurédvel, mas as vias de transmissdo sao bem conhecidas. Por isso, maior importancia tem
sido prestada a prevencao da transmissao do HIV. O objetivo deste estudo foi avaliar a prevaléncia do HIV entre doadores de sangue
no Hemocentro de Goiania, entre 2002 e 2003. O estudo retrospectivo foi realizado através das fichas de triagem clinica e do banco
de dados do Hemocentro. De 41.033 doadores, 136 (0,33%) apresentaram sorologia positiva para HIV, 1.903 (4,6%) para Hepatite B,
172 (0,45%) para hepatite C e 353 (0,86%) para sifilis. Entre os 136 doadores HIV positivo, mais de 30% eram jovens com idade en-
tre 18 e 25 anos e 20,6 % ja haviam doado sangue anteriormente (p<0,001). Notou-se reducao significante (p<0,001) do nimero de
bolsas com triagem positiva para HIV-1/2 de 2002 (n=94) para 2003 (n=42). A diminuicao da freqiiéncia de bolsas com triagem posi-
tiva para HIV-1/2 e a menor prevaléncia desta soropositividade entre os doadores de repeticao sugerem um aumento da qualidade do

sangue transfundido.

PALAVRAS-CHAVE - doadores de sangue; HIV; HBV, HCV; soroprevaléncia. Y.

KEYWORDS - blood donors; HIV; HBV; HCV; seroprevalence.

SUMMARY - The cure for AIDS remains unknown, but its transmission mechanisms are well known. Emphasis has been placed on\
the importance of preventing HIV transmission. The objective of this study was to evaluate the prevalence of HIV between blood do-
nors at the Hemocentro of Goidnia city between 2002 and 2003. The retrospective study was camied on using clinical reports and da-
ta base of Hemocentro. Of Among total 41,033 analyzed blood donors, 136 (0.33%) were screened HIV 1/2 seropositive, 1,903 (4.6%)
Hepatitis B, 172 (0.45%) Hepatitis C and 353 (0.86%) were Syphilis seropositive. Between 136 blood donors HIV positive, more than
30% were young between 18 and 25 years old and 20.6 % had done blood donation previously. Significant reduction (p<0.001) of the
number of HIV-1/2 positive blood units was observed from 2002 (n=94) to 2003 (n=42). The reduction of blood units HIV-1/2 positive
and of the prevalence of this seropositivity among the repetition donors suggest more quality of the transfused blood.
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INTRODUGAO

Asindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) foi des-
crita pela primeira vez em 1981 e o virus causador da
mesma, que ficou conhecido como Virus da Imunodeficién-
cia Humana (HIV), foi isolado e identificado em 1983% *.
Atualmente, cerca de 40 milhdes de pessoas estao vivendo
com HIV/SIDA em todo mundo*. No Brasil, até junho de
2004 foram notificados 362.364 casos desta sindrome e
20,3% (63.000 casos) correspondem a categoria de expo-
sicdo sangliinea, sendo mais de 2.000 pessoas vitimas da in-
feccao por transfusao de sangue®.

As principais formas de transmissao do HIV sao: sexual,
ocupacional, vertical e sangliinea. As categorias de expo-
sicdo sangiiinea abrangem os usudrios de drogas injetaveis
que compartilham seringas e agulhas, os hemofilicos e
aqueles contaminados por transfusao sangtiinea'. Como as
vias de transmissao do HIV sdao bem conhecidas, énfase
maior tem sido dada aos meios de prevencao da trans-
missdao. Em bancos de sangue, uma das principais formas
de evitar a transmissao, nao s6 do HIV, mas de outros agen-
tes infecciosos, consiste em um rigoroso controle da quali-
dade do sangue a ser transfundido.

Os exames laboratoriais utilizados atualmente em banco
de sangue para a triagem da infeccao pelo HIV detectam a
presenca de anticorpos especificos para o HIV 1/2. Apesar
destes exames serem bastante sensiveis, existe um periodo
de janela imunoldgica correspondente ao inicio da in-
feccdo e o aparecimento de anticorpos no sangue, o que
pode ocasionar resultados falsos negativos' .

Devido ao grande impacto dessa epidemia, a possibilidade
de soroconversao e a dificuldade do diagnédstico de in-
feccao pelo HIV no periodo de janela imunolégica, tornou-
se necessaria a implementacdao de normas técnicas para a
triagem soroldgica de bolsas de sangue. Estd contemplada
na legislacao brasileira que a incorporacdao da técnica de
biologia molecular NAT na triagem laboratorial dos doado-
res de sangue diminui o periodo de janela imunolégica pa-
ra a identificacao das contaminacgoes por HIV e HCV e que
a incorporacao do NAT reduziria o risco de transmissao
destes agentes virais, por transfusdes de hemocomponen-
tes, aumentando a seguranca transfusiona‘.

Este estudo teve como objetivo principal avaliar a preva-
léncia do HIV entre os doadores de sangue do Hemocentro
de Goiania, entre 2002 e 2003, através da analise destes
doadores de acordo com o sexo, idade e estado civil e pos-
siveis casos de soroconversdo entre os doadores que, fre-
quentemente, doavam sangue naquela instituicao.

MATERIAL E METODOS

O projeto para o desenvolvimento do presente estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana e
Animal do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Goids (processo n°137/04).

Foi realizada revisdo sisteméatica do banco de dados HE-
MOVIDA coordenado e implantado pelo Datasus, bem co-
mo, das fichas de triagem clinica dos doadores que busca-
ram o Hemocentro de Goiania entre janeiro de 2002 e de-
zembro de 2003. Neste periodo, foram encontrados 136 ca-

Recebido em 01/11/2005
Aprovado em 01/08/2006
*Hemocentro de Goiania-Goias
'Biomédicos, graduados pela Sociedade de Cultura do Estado de Goias — Faculdade Padrao.
2Biomédica, Professora Mestre do Departamento de Farmécia-Bioquimica da Universidade Estadual de Goias - UEG e do Departamento de Biomedicina da
Sociedade de Cultura do Estado de Goias - Faculdade Padréo.
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sos de doadores com triagem positiva para HIV-1/2 e, des-
tes, foi possivel analisar os dados demograficos e sorolégi-
cos disponiveis no sistema de informacao.

Para andlise do perfil s6cio-cultural e a presenca ou nao de
outras doencas sexualmente transmissiveis, a populacao
inclusa neste estudo foi dividida em dois grupos: doadores
da Coleta Externa e doadores da Coleta Interna. Os doado-
res que buscaram as unidades méveis do Hemocentro, des-
tinadas a atenderem outras regioes dentro da prépria cida-
de de Goiania e de cidades do interior do Estado de Goias,
foram denominados grupo de coleta Externa e aqueles, cu-
ja doacao foi realizada exclusivamente dentro do Hemo-
centro, fizeram parte do grupo de Coleta Interna.

Foram calculadas freqiiéncias, médias e medianas para as
principais varidveis e o teste do (* para andlise de signifi-
cancia estatistica utilizando-se o programa EPI Info 6.04
(CDC Epidemiology Program Office, Atlanta, USA & WHO
Global Programme on AIDS, Geneva, Switzerland).

RESULTADOS

Do total de 41.033 doacoes realizadas entre janeiro de 2002
e dezembro de 2003, 136 (0,33%) bolsas apresentaram so-
rologia positiva para HIV-1 e 2. A mediana de idade dos
doadores com soropositividade para HIV foi de 31,5 anos
(18 — 60 anos). A grande maioria (83,1%) era do sexo mas-
culino, 47,8% eram casados e aproximadamente 31% ti-
nham entre 8 e 11 anos de estudo que corresponde, respec-
tivamente, ao ensino fundamental e ensino médio comple-
tos. Mais de 60% (n=83) dos doadores HIV1/2 positivos
eram doadores voluntarios e 20,6 % ja haviam doado san-
gue anteriormente (p<0,001). As caracteristicas de doagao
podem ser vistas na Tabela 1.

TABELA |
Perfil dos doadores com triagem positiva para HIV 1/2
estratificados em grupos de Coleta Interna e
Coleta Externa (n=136).

Coleta Interna Coleta Externa Total
n % n % n %
Sexo
Masculino 53 89,8 60 77,9 113 83,1
Feminino 6 10,2 17 22,1 23 16,9
Idade (anos)
18-25 18 30,5 25 32,5 43 31,6
26 - 30 12 20,3 10 13 22 16,2
31-35 8 13,6 11 14,2 19 14,0
36 -40 11 18,7 16 20,8 27 19,8
41 - 49 7 11,8 13 16,9 20 14,7
> 50 3 51 2 2,6 5 3,7
Estado Civil
Solteiro 27 45,8 38 49,4 65 47,8
Casado 31 52,5 30 39,0 61 44,8
Viavo 1 17 1 1,3 2 15
Né&o registrado 0 0 8 10,4 8 59
Tipo de Doagéo
Especifica 31 52,5 0 0 31 22,8
Voluntaria 28 47,5 55 71,4 83 61,0
Né&o registrado 0 0 22 28,6 22 16,2
Caracteristica da
doacéo
12 Doagéo 20 33,9 8 10,4 43 31,6
Doacéo repetida 26 44,1 17 22,1 28 20,6
N&o registrado 13 22 52 67,5 65 47,8
Escolaridade (anos
de estudo)
Zero 0 0 1 1,3 1 0,7
1-3 2 3,4 0 0 2 1,5
4-7 15 25,4 26 33,8 41 30,1
8-11 28 47,5 14 18,1 42 30,9
12 ou mais 11 18,6 12 15,6 23 16,9
N&o registrado 3 51 24 31,2 27 19,9
TOTAL 59 43,38 77* 56,62 136 100

*Difere do grupo de coleta interna para p<0,001.
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Em ambos os sexos, mais de 30% eram jovens com menos
de 25 anos de idade e solteiros. Entre as mulheres, foi possi-
vel observar que mais de 20% ja havia doado sangue algu-
ma vez, enquanto que no sexo masculino predominou aque-
les que estavam doando sangue pela primeira vez (33,6%).
A tabela 1 também mostra as caracteristicas de doagao en-
tre os grupos de coleta interna e externa. Quando este gru-
po de doadores foi estratificado em grupos de coleta inter-
na e externa, foi possivel observar que das 136 bolsas tria-
das com sorologia positiva para HIV, 56,6% eram proveni-
entes da coleta externa (p<0,001). A mediana de idade em
ambos os grupos foi de aproximadamente 30 anos e mais
de 30% eram jovens entre 18 e 25 anos de idade. Entre os
doadores HIV+ do grupo da coleta externa 77,9% (n = 60)
e 89,8% (n = 53) do grupo da coleta interna eram do sexo
masculino. Quanto ao estado civil e a escolaridade, 52,5%
dos doadores do grupo da coleta interna eram casados e
quase 50% tinham entre 8 e 11 anos de estudo. Entre os
doadores do grupo da coleta externa 49,4 % eram solteiros
e 33,8% tinham entre 4 e 7 anos de estudo. Observou-se,
ainda, que 52,5% dos doadores da coleta interna eram es-
pecificos e mais de 70% dos doadores da coleta externa
eram voluntdrios. Em ambos os grupos a maioria dos doa-
dores ja haviam doado sangue pelo menos uma vez.

Em 2002 houve 20.482 doagoes de sangue, enquanto que em
2003 foram registradas 20.551, sendo que o ntimero de bol-
sas com triagem positiva para HIV-1/2, no ano de 2002, foi
maior (n = 94) do que em 2003 (n = 42) (p<0,001), tabela 2.
Outros marcadores sorolégicos, como HBsAg, anti-HBc,
anti-HCV e VDRL, que resultam no descarte das bolsas de
sangue, também foram analisados. Das 41.033 doacoes,
entre 2002 e 2003, 1.903 (4,64 %) apresentaram positivida-
de para Hepatite B, 172 (0,42%) para hepatite C e 353
(0,86%) para Sifilis. Entre os doadores HIV+, aproximada-
mente 12% (n = 16) tinham resultados positivos para os
marcadores sorolégicos da Hepatite B e C (anti-HBc,
HBsAg e anti-HCV) e 2,9% (n = 4) eram soropositivos pa-
ra sifilis. Trés, dos 136 doadores HIV+, apresentaram soro-
logia positiva para Hepatite B e sifilis. Entre os 16 casos de
sorologia positiva para Hepatite (HBsAg, anti-HBc e anti-
HCV), 10 (62,5%) foram encontrados entre os doadores da
coleta externa, assim como 3 (75%) dos 4 casos de sorolo-
gia positiva para sifilis. A Tabela 2 representa os marcado-
res sorolégicos concomitantes a sorologia positiva para
HIV 1/2 nos anos de 2002 e 2003.

TABELA 11
Marcadores sorolégicos concomitantes a sorologia posi-
tiva para HIV 1/2 nos anos de 2002 e 2003 (n=136)

Marcadores 2002 2003 TOTAL
Soroldgicos n % n % n %
HIV 81 86,2 35 83,3 116 85,3
HIV e Hepatite B 10 10,6 4 9,6 14 10,3
HIV e Hepatite C 2 2,1 0 0 2 15
HIV e Sifilis 1 1,1 3 7,1 4 29
TOTAL 94 69,1 42* 30,9 136 100

*difere do ano anterior para p<0,001

Houve um caso de soroconversao de um doador voluntério
do sexo masculino de 23 anos de idade, proveniente da co-
leta externa no ano de 2003. Este doador ja havia doado
sangue duas vezes no Hemocentro de Goiania, sendo que
a doacao anterior com sorologia negativa para HIV ocorreu
em marc¢o de 2002. Esta bolsa nao foi transfundida devido
as intercorréncias no fracionamento como baixo volume
das bolsas.
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DISCUSSAO

Dados sobre a prevaléncia de sorologia positiva para HIV
entre os doadores de sangue no Brasil ainda sao escassos,
mas é possivel observar que houve reducédo nos casos de
contaminacdo por transfusao, notificados ao Ministério da
Saude na década de noventa’. A reducao em individuos
transfundidos pode ser explicada pelos métodos utilizados
na triagem do doador, que busca eliminar doadores com
comportamento de risco e a diminuicdo do periodo de ja-
nela imunolégica por ensaios mais sensiveis para detecgao
de anticorpos anti-HIV. Além disso, a implantacao dos
Centros de Testagem e Aconselhamento (CTAs) no Brasil,
por volta de 1996, permitiu que a populacao pudesse ter
acesso aos resultados sorolégicos para a infeccao pelo
HIV/aids gratuitamente e de forma anénima sem necessi-
tar buscar os bancos de sangue para este fim, apesar de
muitos ainda o fazerem' ',

A prevaléncia de doadores com triagem positiva para HIV,
na populacao analisada, foi de 0,33%. Em investigacoes re-
alizadas em outras regioes do Brasil e do mundo a preva-
léncia tem mostrado em torno de 0,20% "*2, E sempre im-
portante enfatizar que esses estudos, assim como este, tra-
balharam com um grupo selecionado por entrevista, tria-
gem clinica e voto de auto-exclusao, eliminando, assim,
doadores com risco de infeccao pelo HIV ¢.

Mais de 30% da populacao analisada tinham entre 18 e 25
anos de idade na época da doagao. Segundo Szwarcwald et
al. (2004)®, o nivel de conhecimento das formas de tras-
missdo do HIV entre os mais jovens (15-24 anos) é muito me-
nor quando comparado com pessoas com mais de 25 anos de
idade e menos de 25% nunca fizeram testagem para HIV.
Com relacéo ao estado civil, é importante ressaltar que as
respostas dadas pelos individuos muitas vezes nao corres-
pondem a condicao oficial de seus documentos e sim, ao
conceito que cada um tem de sua propria situagao. Na po-
pulacao investigada, mais de 20% das mulheres se decla-
raram casadas. De acordo com dados recentes, a maioria
das mulheres infectadas pelo HIV considera manter uma
relacdo estdvel e monogamica e, por isso, ndo usam méto-
dos preventivos °.

Assim, como em outras pesquisas ja realizadas no Brasil e
no mundo “'* a prevaléncia de soropositividade entre os
doadores que estavam doando sangue pela primeira vez
foi estatisticamente maior do que entre os que ja haviam
doado sangue. Isto porque as pessoas que doam sangue re-
gularmente sao triadas todas as vezes que vao ao banco de
sangue e constituem um grupo de baixo risco de contami-
nacao. Além disso, pessoas que obtiveram resultado positi-
vo anteriormente sao consideradas inaptas para doar nova-
mente. Sabe-se, ainda, que o uso da doacao de sangue co-
mo um meio para obter testagem para HIV por pessoas
com alto risco de contaminacédo por este virus, entre os de
primeira doacdo, contribui para a maior prevaléncia de so-
ropositividade entre aqueles que doam sangue pela pri-
meira vez.

Em relacao aos grupos de coleta interna e externa, as dife-
rencas principais estdo relacionadas ao maior nimero de
soropositividade e menor escolaridade na populacao da co-
leta externa. Este dado corrobora alguns aspectos relevan-
tes ao nivel de satide publica uma vez que hé possibilida-
de de alguns doadores, principalmente mais desfavoreci-
dos, estarem usando os testes de triagem para HIV dos
bancos de sangue para verificar sua possivel soropositivi-
dade e obter o resultado de forma rapida, gratuita e confi-
avel'® . Este procedimento por parte de alguns doadores
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de sangue contribui para o aumento do risco de resultados
falso-negativos devido maior chance de estar realizando o
exame no periodo de janela imunoldgica.

Nesta abordagem, observou-se uma diminuicao na soro-
prevaléncia para HIV, HBV, HCV e sifilis no ano de 2003
quando comparado com o ano anterior. Outros autores "'
* relataram que a prevaléncia de soropositividade para es-
tes marcadores de doencas infecciosas demonstraram tam-
bém queda significante desde o inicio da década de 90 e,
conseqlentemente, houve menor nimero de descarte de
bolsas por inaptidao sorolégica. Esta queda é reflexo da in-
troducao de um sistema informatizado entre os bancos de
sangue que impede novas doag¢oes por individuos com so-
rologia reativa anteriormente para um ou mais marcadores
sorol6gicos e a presenca de programas de controle da qua-
lidade que minimizam os erros; e como resultado final tem-
se a conquista cada vez maior de doadores de repeticao e
incremento na qualidade do sangue coletado .

A soropositividade concomitante para HIV, HBV e HCV
nesta populacao foi de aproximadamente 12%, enquanto
no sul e sudeste do Brasil esta prevaléncia foi superior a
30% 15; 16. Quando observada a prevaléncia de sorologia
isolada para HBV, HCV e sifilis, os resultados obtidos fo-
ram, respectivamente, de 4,64% (n=1.903), 0,42% (n=172)
e 0,86% (n=353), resultados estes semelhantes aos obser-
vados no norte do Parana (com excecdo de maior prevalén-
cia para HBV - 10,5%) *.

Houve um caso de soroconversao identificado no periodo
estudado. Nao houve como averiguar, na ocasiao da
doacdo anterior, se o doador estava no periodo de janela
imunolégica. Os critérios clinicos, comportamentais, labo-
ratoriais e auto-exclusao consciente ainda nao conseguem
excluir totalmente os individuos no periodo de janela imu-
noldgica. A evolucdo tecnolégica e cientifica tem ajudado
muito no que diz respeito as tentativas de minimizar os ris-
cos oferecidos por transfusao de sangue. Os testes de ELI-
SA de 4° geracao atingem praticamente 100% de sensibili-
dade e diminuem para trés semanas o periodo de janela
imunolégica “. Recentemente, a técnica de amplificacao do
acido nucléico (NAT) para triagem de HIV e HCV em ban-
cos de sangue tem sido obrigatéria em alguns paises como
Alemanha e Estados Unidos da América. Isto porque o
NAT possui sensibilidade muito alta e reduz o periodo de
janela imunolégica para seis a sete dias. Além disso, tem
sido considerado um método independente, por confirmar
sorologias indeterminadas e diminuir o risco de infecgoes
transfusionais °.

A incorporacao do NAT em bancos de sangue tem mostra-
do reducao no risco de infeccao de 1 em 2.770.000 para 1
em 5.540.000 para HIV, 1 em 670.000 para 1 em 4.400.000
para HCV e 1 em 230.000 para 1 em 620.000 para HBV™.
Ainda, segundo os autores do trabalho referenciado ante-
riormente, o NAT é extremamente relevante para diminuir
o risco para HCV em comparacao ao HIV. No entanto, fo-
ram descritos dois casos de transmissao do HIV por uma
doadora de sangue adolescente (18 anos) aparentemente
saudavel, com histéria de inimeros parceiros sexuais que
se encontrava no periodo de janela imunolégica e o mini-
pool NAT nao detectou™.

O Ministério da Satde determinou a implantacao do NAT
para HIV e para HCV nas amostras de sangue de doadores
no ambito da Hemorrede Nacional, nos Servicos de Hemo-
terapia publicos, filantrépicos, privados contratados pelo
SUS, e exclusivamente privados?, mas dois anos ap6s esta
determinacao, a implantacao do NAT ainda nao ocorreu de
forma sistematica em todo o Brasil. Apesar das discussoes
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em relacao ao custo/beneficio do NAT, os resultados sao in-
dicativos da grande importancia na reducao dos riscos da
infeccgao transfusional.

Este estudo dos doadores de sangue com sorologia positi-
va para HIV caracterizou os marcadores sorolégicos destes
doadores triados no Hemocentro de Goiania entre os anos
de 2002 e 2003. Os resultados alcancados demonstraram a
diminuicdo da frequiéncia de bolsas com triagem positiva
para HIV-1/2 e menor prevaléncia desta soropositividade
entre os doadores que haviam doado sangue anteriormen-
te. Dados estes que contribuem para o aumento da quali-
dade do sangue transfundido em nossa regiao, pois a taxa
de descarte de bolsas ndo representa apenas a prevaléncia
de uma determinada infeccao na populacao de doadores,
mas, principalmente, a qualidade do sangue e hemocom-
ponentes disponibilizados para transfusao.
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Perfil epidemioldgico das infeccoes hospitalares na
Unidade de terapia intensiva infantil do Hospital de
Caridade e Beneficéncia de Cachoeira do Sul, RS, Brasil*

Epidemiological profile of nosocomial infections in a pediatric intensive care of Hospital de
Caridade e Beneficéncia de Cachoeira do Sul, RS, Brazil

Vilmar Claudio Banderé Filho', Cristina Ruedell Reschke® & Rosmari Hérner’
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(F RESUMO - O objetivo deste estudo foi determinar a etiologia e a sensibilidade antimicrobiana dos agentes etiol6gicos isolados dos
pacientes admitidos na Unidade de terapia intensiva Infantil do Hospital de Caridade e Beneficéncia de Cachoeira do Sul, RS, de ja-
neiro a dezembro de 2003. Os dados foram coletados retrospectivamente das 496 amostras cultivadas nesse periodo. Staphylococcus
coagulase negativa foi o patégeno mais freqiientemente isolado, sequido por Pseudomonas spp. , Klebsiella pneumoniae e Staphylo-

coccus aureus.

PALAVRAS-CHAVE - Epidemiologia; Unidade de terapia intensiva pedidtrica; sensibilidade antimicrobiana.

cus aureus.

SUMMARY - The aim of this study were to determine the etiology and the antibacterial susceptibility of the etiological agents isola-
tes from patients admitted to a Pediatric Intensive Care of Hospital de Caridade e Beneficéncia de Cachoeira do Sul, RS, from Janu-
ary to December 2003. Retrospective data were collected of the 496 cultivated samples in this period. Coagulase-negative Staphylo-
coccus (CNS) was the most frequently pathogen isolated, followed by Pseudomonas spp. , Klebsiella pneumoniae and Staphylococ-

KEYWORDS - Epidemiology; Pediatric intensive care unit; susceptibility antimicrobial. J

/
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INTRODUGAO

Nas duas ultimas décadas, observou-se um grande
avanco do conhecimento médico na medicina intensi-
va, com modificacoes significativas na evolucao e prognosti-
co dos pacientesl. O interesse no conhecimento das alte-
racoes do perfil epidemiolégico ocorrido nos ultimos anos
deve-se a substituicdo ou inclusao de novos patégenos?, bem
como a emergéncia de patégenos multirresistentes®.

As infecgdes nosocomiais constituem um problema de satde
publica, pois elevam o tempo de hospitalizacdo, morbidade
e mortalidade dos pacientes além dos custos no tratamento®*.
Tradicionalmente, trés categorias de fatores de risco associ-
adas a aquisicdo de infec¢oes hospitalares tém sido descritas
e constituem os fatores inerentes ao proprio paciente, aos
procedimentos invasivos e ao ambiente hospitalar®.

Dentre os fatores de risco relacionados a bacteremia noso-
comial em recém-nascidos podemos citar o baixo peso,
imaturidade do sistema imunolégico, a necessidade fre-
qlente de procedimentos invasivos, ventilacdo mecénica e
fatores relacionados ao ambiente e aos profissionais da
saude*®’.

Em paises em desenvolvimento os grandes levantamentos
epidemiolégicos sdo encontrados em poucos estudos. A te-
rapia intensiva pediatrica constitui-se numa especialidade
médica relativamente jovem. No Brasil, as primeiras uni-
dades de terapia intensiva pedidatrica (UTIP) foram inaugu-
radas no Estado do Rio de Janeiro, 1971, e posteriormente
em Sao Paulo, 1974°%. Hoje as UTIP sao reconhecidas e ne-
cessitam de autorizacao para funcionamento, sendo moni-
toradas localmente pelas Secretarias de Vigilancia Sanita-
ria Municipais, constituindo uma descentralizacao do Mi-

nistério da Satude (MS) em atuacédo conjunta com a Agén-
cia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)°. Porém es-
tudos recentes mostraram que uma porcentagem avantaja-
da de UTIs no Brasil ndo possuem registro na Associagao
de Medicina Intensiva Brasileira (AMIB), no Conselho Re-
gional de Medicina, na Secretaria Estadual de Satide ou na
Secretaria Municipal de Saude, sendo unicamente locali-
zadas através da consulta a lista telefénica. E clara a neces-
sidade de um cadastro nacional de UTI que seja obrigat6-
rio e confidvel, ou melhor, o MS ja publicou uma Portarial0
tornando obrigatério este cadastramento faltando unica-
mente executd-la adequadamente e disponibilizar publica-
mente os resultados para consulta publica pela Internet.
Deve-se levar em consideracao que as diferentes UTIP
possuem caracteristicas proprias, apresentando indices di-
ferenciados com uma faixa de variacao bastante significa-
tiva'. A terapia intensiva neonatal e pediatrica no Brasil
apresentou um notdvel desenvolvimento nos ultimos 20
anos acompanhando de certa maneira a tendéncia mundi-
al. Porém, o problema no nosso pais é que esse crescimen-
to continua ocorrendo sem um planejamento estratégico
adequado.

Estes fatos reforcam a necessidade do presente estudo, que
objetiva conhecer o perfil epidemiolégico e de sensibilida-
de dos microrganismos isolados nos principais materiais
clinicos encaminhados para cultura, da UTI infantil (UTII )
do Hospital de Caridade e Beneficéncia (HCB) de Cacho-
eira do Sul, RS, processadas no Enzilab Laboratério de
Anélises Clinicas. Assim procedendo, poderemos colaborar
com a prevencao da resisténcia bacteriana, ajustando a ra-
cionalizacdo do uso intra-hospitalar de antibiéticos e a re-
visdo dos protocolos instituidos.

Recebido em 02/09/2005
Aprovado em 27/07/2006
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MATERIAIS E METODOS

Realizou-se um estudo retrospectivo, a partir do banco de
dados do Enzilab, Laboratério de Analises Clinicas, com-
putando os resultados das amostras encaminhadas para
cultura, no periodo compreendido entre 1° de janeiro a 31
de dezembro de 2003. Foram analisados 496 exames bac-
teriolégicos, selecionados a partir dos seguintes sitios ana-
tomicos: ponta de catéter (central, periférico e arterial),
ponta de tubo oro-traquel (TOT) e sangue de RN interna-
dos na UTI infantil do HCB de Cachoeira do Sul, RS. A co-
leta dos materiais foi realizada por técnicos treinados, se-
guindo as normas constantes nos POP’s (procedimentos
operacionais padroes) do laboratério. A metodologia semi-
quantitativa da superficie do catéter (Método de Makill)
foi empregada para as culturas de ponta de catéter e TOT,
na qual um crescimento = 15 UFC/ placa é considerado
significativo para infeccao relacionada a catéter vascular.
Nos hemocultivos, o volume de sangue foi criteriosamente
seguido, por se tratar de uma das varidveis mais criticas
para a positividade do exame, procurou-se seguir a pro-
porcao de no minimo 1:5 até 1:10 de sangue e meio de cul-
tura'®. Os microrganismos foram identificados utilizando-
se metodologia convencional.

Os testes de susceptibilidade antimicrobiana foram realiza-
dos empregando a metodologia da difusao do disco em
Agar seguindo os critérios estabelecidos pelo NCCLS™,

RESULTADOS

No periodo de janeiro a dezembro de 2003 foram realizados
no Laboratério Enzilab, exames bacteriol6gicos de 496 amos-
tras clinicas provenientes da UTII do HCB, das quais 360
(72,58%) corresponderam a hemocultivos, 69 (13,91%) pontas
de catéter e 67 (13,51%) pontas de TOT. Das 496 amostras
cultivadas, 367 (73,99%) foram negativas, e 129 (26,01%) fo-
ram positivas. Das amostras positivas, * (27,91%) eram hemo-
cultivos, 36 (27,91%) pontas de catéter e 57 (44,18%) de pon-
tas de TOT, conforme podemos visualizar na Figura.

72.58%

@ solamentos
o NHDM

N° de amostras
2
g

o

Ponta de TOT

HMC Ponta de cateter

Figura | - Distribuicao das amostras de acordo com o tipo de material clinico

Os isolamentos evidenciaram a presenca de cocos Gram po-
sitivos em 85 (65,89%) amostras, bacilos Gram negativos em
38 (29,46%) e fungos leveduriformes em 6 (4,65%), o que es-
ta demonstrado na Figura.

H Gram positivos
6 O Gram negativos
(4,65%) [0 Fungos

38
(29,46% )

Figura II: Perfil dos microrganismos isolados das 129 amostras positivas
da UTI infantil do HCB de Cachoeira do Sul, em 2003
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TABELA |
Identificagcdo dos microrganismos isolados e distribuicao
entre os espécimes clinicos, das 129 amostras positivas

N° de isolamentos por amostra clinica
Microrganismos Hemocultura ngt[éatgre Ponta de TOT
N | % N | % N | %
Cocos Gram positivos
Staphylococcus coag neg | 23 63,88% 25 69,43% 27 47,38%
Staphylococcus aureus 3 8,33% 4 11,12% 1 1,75%
Streptococcus sp. 0 0% 1 2,78% 0 0%
Enterococcus sp. 1 2,78% 0 0% 0 0%
Bacilos Gram negativos
Pseudomonas spp. 1 2,78% 3 8,33% 13 22,82%
Klebsiella pneumoniae 4 11,12% 1 2,78% 7 12,28%
Escherichia coli 0 0% 0 0% 2 3,51%
Enterobacter sp. 1 2,78% 0 0% 1 1,75%
Acinetobacter sp. 0 0% 0 0% 2 3,51%
Hafnia alvei 0 0% 0 0% 1 1,75%
Providencia sp. 0 0% 0 0% 1 1,75%
Serratia sp. 0 0% 0 0% 1 1,75%
Fungos
Candida sp. [3] 833% | 2] 55% [ 1] 175%
Total |36] 100% [ 36| 100% |57 | 100%

A identificacdo dos microrganismos isolados é representada
na Tabela I, onde podemos visualizd-los agrupados em cocos
Gram positivos, bacilos Gram negativos e fungos. Entre os co-
cos Gram positivos, 27 (31,77%) foram isolados de hemoculti-
vos, 30 (35,29%) de pontas de catéter e 28 (32,94%) de pontas
de TOT. Os géneros identificados foram Staphylococcus,
Streptococcus e Enterococcus. Entre os bacilos Gram negati-
vos 6 (15,79%) foram isolados de hemocultivos, 4 (10,52%) de
pontas de catéter e 28 (73,69%) de pontas de TOT. Das leve-
duras de Candida, 3 (50) % foram isoladas de hemocultivos, 2
(33,33%) de pontas de cateter e 1 (16,67%) de TOT.

TABELA II
IPorcentagens de sensibilidade de SCN e S. aureus fren-
te aos principais antimicrobianos utilizados no HCB

Antimicrobianos SCN (%) S. aureus (%)
Oxacilina 25 50
Ciprof loxacina 65,96 100
Levofloxacina 78,26 100
Vancomicina 100 100
TABELA I

Porcentagens de sensibilidade de Pseudomonas sp.
e K. pneumoniae frente aos principais antimicrobianos
utilizados no HCB

Antimicrobianos Pseudomonas sp.(%) K. pneumoniae (%)
Amicacina 94,12 7,69
Ciprofloxacina 100 100
Gentamicina 58,82 0
Tobramicina 93,75 0
Polimixina 100 100
Cefepima 100 100
Ceftazidima 100 33,33
Levofloxacina 100 100
Imipenem 33,33 50

Com referéncia aos perfis de sensibilidade/resisténcia, pode-
mos visualizar nas Tabelas II e III, as porcentagens de sensi-
bilidade apresentadas pelos microrganismos mais frequiente-
mente isolados nas culturas desse estudo, frente a antimicro-
bianos selecionados, respectivamente em ordem de preva-
léncia, Staphylococcus coagulase negativa (SCN), Pseudo-
monas sp., Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus.
Como mostra a Tabela II, entre os cocos Gram positivos mais
isolados no HCB, néo foi detectada nenhuma resisténcia pa-
ra o antimicrobiano vancomicina,. Entre as quinolonas, as
cepas de S. aureus e SCN apresentaram maior sensibilidade
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frente a levofloxacina, apresentando respectivamente 100%
e 78,26 %, contra os igualmente 100 % e 65,96 % de susceti-
bilidade em relacao a ciprofloxacina.

Na tabela IlI podemos conferir que as cepas de Pseudomonas
sp. e K. pneumoniae apresentaram 100 % de sensibilidade
frente a ciprofloxacina, polimixina, cefepima e levofloxacina.
A Pseudomonas sp. apresentou igualmente 100 % de sensi-
bilidade frente a ceftazidima.

DISCUSSAO

Atualmente, devido ao alto nivel de tecnologia empregado
nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI) temos como con-
seqliiéncia o prolongamento da sobrevida dos pacientes,
mesmo os que se encontram em situacao muito adversa.
Porém, por outro lado, contamos com o 6nus do aumento
do risco de Infeccao Hospitalar (IH) nesses pacientes criti-
cos. Diversos estudos revelam que as IHs representam as
mais freqlientes complicacoes do tratamento em UTIs". Se-
gundo Pedrosa e Couto16, no Brasil, os leitos destinados
para a terapia intensiva representam menos de 2% dos lei-
tos hospitalares disponiveis, porém eles contribuem com
mais de 25% das infec¢oes hospitalares, com significativo
impacto nos indices de morbidade e mortalidade. Este tipo
de clientela admitida na UTI, apresenta doencas ou con-
dicoes clinicas predisponentes a infec¢oes. Muitos deles ja
se encontram infectados ao serem admitidos na unidade, e
a absoluta maioria é submetida a procedimentos invasivos
ou imunossupressivos com finalidades diagnéstica ou tera-
péutica. A resposta do paciente frente ao processo infecci-
oso é deficiente, pois os mecanismos de defesa estdo com-
prometidos tanto pela doenca quanto pelas intervencoes
sofridas, necessarias ao tratamento/diagnéstico.

A UTII do HCB constitui-se em uma unidade de terapia in-
tensiva mista, com leitos neonatais e pediatricos, perfil es-
te que se assemelha com os estudos realizados por Souza
et al.8 na cidade de Sao Paulo (SP - Brasil), onde 52% das
unidades sao mistas. A referida UTI dispoe de 8 leitos, sen-
do que a maior parte de sua clientela , na admissao, encon-
tra-se na faixa etaria de 1 a 28 dias, atuando mais como
UTTI neonatal. No ano de 2003 foram internados 195 paci-
entes nesta unidade, tendo uma taxa de ocupacao média,
de 69%. Dados da literatura relatam que as diferentes UTIs
pedidtricas possuem caracteristicas proprias, com indices
de mortalidade distintos e com amplas variacoes, que vao
de 3 a 30%'. Nao dispomos dos dados referente a mortali-
dade na nossa UTI. Os maiores fatores de risco que contri-
buem para a mortalidade na UTI I do HCB foram identifi-
cados pelos intensivistas que trabalham neste nosocémico,
como sendo a faixa etaria inferior a 2 meses, a admissao na
unidade por patologia clinica, a utilizacao de dois ou mais
antibiéticos, necessidade de procedimentos invasivos e o
uso de ventilacao mecénica, coincidindo com os estudos
realizados no México por Gemke et al”. E sabido que o sis-
tema imunolégico é menos eficiente durante os primeiros
doze meses de vida, estando portanto essas criancas mais
suscetiveis a contrair infec¢oes agudas com complicacdes
sistémicas.

Os resultados totais das nossas culturas revelaram que
SCN e S. aureus sao os microrganismos predominantes em
bacteriemias relacionadas com catéter intravascular. Estas
bactérias se relacionam com os cuidados de assepsia utili-
zados no procedimento de colocacdo dos catéteres e ao
tempo de permanéncia, com vasta discussdo a respeito,
uma vez que se considera a pele como a fonte mais comum
destes dois microrganismos que causam as infecc¢oes rela-
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cionadas a catéteres. Estes resultados estao de acordo com
a literatura®. O aumento do isolamento de SCN nas in-
feccoes denota falha na anti-sepsia que precedem aos pro-
cedimentos invasivos. Porém, esses mesmos SCN constitu-
em a maior causa de bacteriemia adquirida no ambiente
hospitalar, na maioria dos casos em pacientes mantidos em
unidades de tratamento intensivo e UTI neonatal’. Alguns
autores tém demonstrado a importancia do S. aureus como
agente etiolégico de endocardite infecciosa em adultos e
criancas, especialmente no periodo neonatal”. Os outros
dois agentes etiol6gicos mais prevalentes no nosso estudo
foram a Pseudomonas sp. e a Klebsiella pneumoniae.
Estas duas bactérias tém sido identificadas como coloni-
zantes em criancas submetidas a ventilagdo mecdanica, em
unidades de tratamento intensivo® sendo freqiientemente
isoladas em culturas de secrecoes traqueais de pacientes
com pneumonia associada a ventilador e sao citados como
os microrganismos encapsulados prevalentes em determi-
nada epidemia ocorrida em Mérida (Yucatd) nos pacientes
submetidos a ventilacdo mecanica*. A pneumonia nosoco-
mial corresponde a 24 % das infec¢oes em UTI, sendo 58%
delas relacionadas a ventilacdo mecanica®.

Em relacdo a suscetibilidade antimicrobiana, nao foi en-
contrado nenhum microrganismo Gram positivo resistente
a vancomicina e todos os S. aureus isolados nessa unidade
(UTIT) foram sensiveis a ciprofloxacina. Porém, 50% dos S.
aureus isolados foram resistentes a oxacilina (MRSA), sen-
do que num estudo de vigiladncia efetuado nos hospitais
brasileiros, esse nimero ficou na faixa geral de 34%%. A
sensibilidade a oxacilina dos SCN encontrada nesse noso-
comio de 25%, foi parecida a encontrada em outros hospi-
tais de nosso pais, onde as cepas deste microrganismo pos-
suem uma sensibilidade menor do que 20%?%. Pseudomo-
nas sp., o bacilo Gram negativo nao fermentador (BGN-
NF) mais prevalente, apresentou uma 6tima sensibilidade
frente a ciprofloxacina, levofloxacina, ceftazidima e cefepi-
ma, para todas as cepas isoladas, porém, a resisténcia ao
redor de 67% encontrada, ao imipenem é preocupante,
comparado com outros estudos realizados no Brasil*®.
Sensibilidade na faixa de 25% a 66% foram relatas em in-
fecgcoes do trato urindrio, ficando em niveis superiores a
50% em sitios correlatos aos analisados®.

CONCLUSAO

O estudo do perfil etiolégico e dos padroes de sensibilidade
encontrados na Unidade de Terapia Intensiva Infantil do
HCB nos faz concordar que a freqtiéncia dos patégenos e os
padroes de resisténcia podem variar significativamente de
pais para pais e em diferentes hospitais num mesmo pais®.
Os pacientes dessas unidades sao de maior risco, nos quais,
a freqiiente e inevitdvel aplicacao de procedimentos invasi-
vos e a administracao de antibiéticos de amplo espectro le-
va a selecdo de microrganismos multirresistentes. Portanto
hé necessidade de um planejamento e implementacdo de
protocolos bem estabelecidos, com tomadas de decisoes
conjuntas entre a area médica e paramédica nesse tipo de
unidade hospitalar, com sessoes clinicas periddicas e inves-
timentos na capacitacao profissional para prevenir e contro-
lar a infeccgao e a resisténcia bacteriana.
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Analise da incidéncia de parasitoses intestinais no
municipio de Paraiba do Sul, RJ

Analysis of intestinal parasites incidence in the city of Paraiba do Sul, RJ

Sarah Carvalho Baptista', Julia Maria Mendonca Breguez', Manoel Carlos Pereira Baptista’,
Gilberto Marcelo Sperandio da Silva’® & Roberta Olmo Pinheiro’

/RESUMO - A andlise da incidéncia de parasitas intestinais na cidade de Paraiba do Sul (RJ) foi avaliada tendo por base amostras ob-
tidas de pacientes do Laboratério Neolab, no periodo compreendido entre 1999 e 2004. No total, foram realizados 2157 exames e
11,54% das amostras foram positivas para ao menos um parasita. Os protozoarios Endolimax nana, Giardia lamblia, Entamoeba coli e
os helmintos Strongyloides stercoralis e Ascaris lumbricoides foram os parasitos mais frequentemente encontrados, correspondendo a
81,2% das amostras positivas. Desse modo, ao realizar um levantamento epidemiolégico das parasitoses intestinais no municipio de
Paraiba do Sul, espera-se contribuir para a determinacao de politicas de controle das doencas parasitarias neste municipio.

PALAVRAS-CHAVE - Parasitas intestinais

N\

SUMMARY - Intestinal parasites incidence in the city of Paraiba do Sul was investigated by means of the analyses of samples obtai-
ned from patients in Neolab Laboratory between 1999 and 2004. On the whole, 2157 tests were performed, and 11,54% of the sam-
ples were tested positive for at least one parasite. The protozoan parasites Endolimax nana, Giardia lamblia, Entamoeba coli and the
helminthes Strongyloides stercoralis and Ascaris lumbricoides were the most frequent parasites found, corresponding to 81,2% of the
positive samples. Thus, using this epidemiological approach to intestinal parasites in the city of Paraiba do Sul we expect to contribu-
te to determining strategies to control parasite diseases in that city.

\KEYWORDS - intestinal parasites

/

INTRODUCAO

As parasitoses intestinais sao doencas cujos agentes eti-
ologicos sdao helmintos ou protozodrios, os quais, em
pelo menos uma das fases do ciclo evolutivo, localizam-se
no aparelho digestivo do homem, podendo provocar diver-
sas alteracoes patoldgicas’. No Brasil, as enteroparasitoses
constituem um sério problema de satude publica devido ao
dificil acesso ao saneamento basico e a educacao pela po-
pulacdo mais carente, j4 que a transmissao desses agentes
estéd diretamente relacionada com as condicoes de vida e de
higiene da populacao®. As helmintoses com maior incidén-
cia em humanos sdao: Ascaridiose, Tricuriase, Enterobiose,
Ancilostomose e Estrongiloidiase. Dentre as protozooses
destacam-se, pela sua importancia na infancia, a Giardiase
e a Amebiase’. Ha de se considerar que, além da melhoria
das condic¢des s6cio-econdmicas e da infra-estrutura geral,
€ necessario, também, o engajamento comunitdrio que é
um dos aspectos fundamentais para implantacao, desenvol-
vimento e sucesso dos programas de controle®.

Este trabalho tem como objetivo relatar a incidéncia de en-
teroparasitoses no municipio de Paraiba do Sul (RJ), no pe-
riodo de 1999 a 2004.

MATERIAL E METODOS

As estimativas referentes a incidéncia das enteroparasitoses
na populacao de Paraiba do Sul foram calculadas a partir de
exames realizados no Neolab — Laboratoério de Analises Cli-
nicas, entre os anos de 1999 e 2004. No municipio de Parai-
ba do Sul, hd um laboratério publico que atende a aproxi-
madamente 50% da populacao e dois outros laboratérios
privados, entre eles o Neolab. Estima-se que cerca de 10-
20% da populacdao do municipio seja atendida no Neolab.
As amostras fecais foram analisadas pelos métodos de Rit-
chie e Faust. Todos os exames foram realizados simultane-

amente utilizando os dois métodos acima citados, sendo
que 32,73% das amostras foram coletadas durante trés dias
com conservante MIF (quando solicitado pelo médico) e o
restante das amostras eram fezes sem conservante. As vari-
aveis do estudo correspondem a espécie parasitdria, sexo e
idade dos clientes do Neolab. A andlise de significancia es-
tatistica foi realizada através do teste c2 (Qui-quadrado) ad-
mitindo-se a significancia estatistica de 95% e 99%.

RESULTADOS

Foram realizados 2157 exames no periodo de 1999 a 2004.
Os dados obtidos demonstraram que 11,54% dos clientes
albergaram cistos ou ovos de pelo menos uma espécie de
parasita intestinal e entre estes, 16,73% apresentaram po-
liparasitismo. Os protozodrios Endolimax nana, Giardia
lamblia e Entamoeba coli e os helmintos Strongyloides
stercoralis e Ascaris lumbricoides foram os parasitos mais
freqiientemente encontrados nas fezes, juntos correspon-
dendo a 81,2% das amostras positivas (Tabela 1).

Foi observada a predominancia de material proveniente de
pacientes do sexo feminino (60,5%); porém, uma maior in-
cidéncia de parasitoses foi observada no sexo masculino
(Fig. 1). A incidéncia de Giardia lamblia, Strongyloides
stercoralis e Endolimax nana foi maior no sexo masculino.
Com relacao aos demais parasitos encontrados, nao houve
diferenca com relacao a incidéncia por sexo (Fig. 2).

As faixas etarias com maior positividade foram as de 0 a 10
anos, 30 a 40 anos e maior de 51 anos. Na analise individu-
al das parasitoses mais frequientes foi observada que na
faixa etéria de 0 a 10 anos, a prevaléncia de Giardia lam-
blia significativamente maior que nos outros grupos etari-
os; que Endolimax nana foi encontrada em maior quanti-
dade na faixa de 30 a 40 anos e que Strongyloides sterco-
ralis teve maior prevaléncia na faixa etdria maior que 51
anos (Tabela 2).
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TABELA |
Ocorréncia de parasitoses intestinais no municipio de
Paraiba do Sul (1999-2004).

Parasitas encontrados NUmero de casos QOcorréncia (%)
Endolimax nana 60 23,9
Giardia lamblia 58 23,1
Entamoeba coli 49 19,5
Strongyloides 22 8,8
stercoralis
Ascaris lumbricoides 15 59
Ancilostomideos 12 4.8
Entamoeba histolytica 10 4,0
Trichuris trichuria 9 3,6
Taenia sp 5 2,0
lodamoeba bustchilli 5 2,0
Chilomastix musnilii 3 1,2
Enterobium vermicularis 3 1,2

TABELA I
Ocorréncia de parasitoses intestinais no municipio de
Paraiba do Sul de acordo com a Faixa etaria.

Faixa etaria 0-10 11-20 21-30 31-40 41-50 >51 Total
Endolimax nana 9 5 9 18 5 14 60
Giardia lamblia 22 5 7 9 7 9 58
Entamoeba coli 12 5 10 11 1 10 49
Strongyloides 5 1 1 1 3 11 22
stercoralis
Ascaris 4 2 2 1 2 4 15
lumbricoides
Ancilostomideos 3 4 2 1 1 1 12
Entamoeba 1 0 5 1 1 3 10
histolytica
Trichuris trichuria 3 1 2 2 0 1 9
Taenia sp 1 0 0 2 0 2 5
lodamoeba 1 1 1 2 0 0 5
bustchilli
Chilomastix musnilii 0 0 0 1 0 2 3
Enterobium 1 0 0 1 0 1 3
vermicularis

Total 62 24 39 50 20 58
1500
Feminino T otal

EE Positivos

Masculino

1000+
500+ I
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Figura 1 - Ocorréncia de parasitas intestinais de acordo com o
sexo dos pacientes do Laboratério Neolab.
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Obs: * p< 0,01 ; ** p< 0,05

Figura 2 - Distribuicao dos parasitas por sexo dos entrevistados
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

A andlise dos exames realizados no periodo compreendido
entre 1999-2004 descreveu a freqliéncia e a distribuicdo das
enteroparasitoses dentre a populacao de Paraiba do Sul, RJ.
Foi observada menor incidéncia de Ascaris lumbricoides e
Trichuris trichiura em relacao a Giardia lamblia. Nao se sa-
be se tal incidéncia ocorreu pelo baixo nimero de indivi-
duos contaminados ou porque os ovos de Ascaris lumbri-
coides e Trichuris trichiura requerem um periodo de matu-
racao de pelo menos trés semanas em solo imido e som-
breado antes de se tornarem infectantes e os cistos de Giar-
dia j& serem infectantes no momento de sua eliminacao pe-
las fezes. Essa ultima condicdo permite a transmisséo inter-
pessoal da parasitose, comum mesmo em ambientes sane-
ados. Surtos de giardiase nao sao raros em paises desen-
volvidos, especialmente em creches e populacoes instituci-
onais', estimando-se que, em diferentes dreas dos Estados
Unidos, a prevaléncia de giardiase na populacao geral os-
cile entre 2 e 20%?>.

A prevaléncia de Trichuris trichiura foi expressivamente
menor do que a observada em outros estudos, como em um
levantamento por amostragem realizado na cidade de Sao
Paulo9, na qual foi observada a freqtiéncia de 12,6% e em
um trabalho desenvolvido no distrito de Botucatu, que de-
monstrou a freqiiéncia 17,3%, podendo inferir que hé pos-
sibilidade deste parasito estar sendo laboratorialmente
sub-diagnosticado.

O predominio da giardiase sobre as demais enteroparasito-
ses, como foi observado dentre as criancas de 0 a 10 anos,
coincide com o que vem sendo descrito em inquéritos rea-
lizados em algumas populacoes infantis de Sao Pau-
105,6,10,16 e com diagnostico realizado entre os usudrios
da rede basica de servigos de saude da regidao metropolita-
na de Sao Paulo”.

Diferentes autores"" realizaram trabalhos de estudo sobre a
freqiiéncia de enteroparasitoses em diferentes faixas etdri-
as, determinando que a faixa com indices mais elevados é a
de 5 a 12 anos, situacdao muito semelhante a verificada no
presente inquérito, no qual as maiores incidéncias foram
observadas de 0 a 10 anos. As criancas estdo mais suscepti-
veis a contaminacdo em funcdo do desconhecimento dos
principios bdésicos de higiene e da maior exposicao aos
agentes etiolégicos a partir do intenso contato com o solo,
que funciona como um referencial lidico em torno do qual
desenvolvem uma série de brincadeiras. Estima-se, para
uma série de parasitas, particularmente Ascaris lumbricoi-
des, que o decréscimo na ocorréncia com o passar da idade,
ou seja, as baixas taxas de incidéncia e prevaléncia em
adultos estariam condicionadas ndo s6 a mudanca de hébi-
tos de higiene mas, também, ao desenvolvimento de imuni-
dade progressiva e duradoura contra tais parasitos.

Foi observada uma diferenca importante em relacao a fre-
quiéncia de Strongyloides stercoralis na faixa etdria acima
de 51 anos; porém, estudos epidemiolégicos evidenciam o
predominio dessa doenca na faixa etaria de 0 a 15 anos. Tal
diferenca pode ser explicada porque a maioria dos traba-
lhos nao utilizou métodos especificos para detecgao de lar-
vas, além de ser dificil a comparacao devido a diversidade
de técnicas empregadas, podendo, por isso, ser diagnosti-
cado um resultado falso negativo e a diminuicao das faixas
etdrias atingidas. O municipio de Paraiba do Sul nao pos-
sui grande numero de edifica¢oes e grande parte da popu-
lacao mora em casas com quintais, hortas e cultivo de plan-
tas. E provavel que essa maior incidéncia na faixa etéria
acima dos 51 anos seja decorréncia do fato dessas pessoas
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andarem descalcadas, estando assim em contato freqiiente
com o solo, mais susceptiveis a esse parasito.

A presenca de Endolimax nana no material fecal foi encon-
trada com maior freqiiéncia na faixa etaria de 31 a 40 anos.
O encontro de E. nana e E. coli sao indicadores de baixas
condicoes de higiene e contaminacao fecal®.

Em relacao ao sexo, ja foi relatado em alguns trabalhos a
maior prevaléncia de parasitoses intestinais no sexo mas-
culino, mas parece nao haver nenhuma relagao com fato-
res de predisposicao”®.

O presente trabalho apresenta um viés, na medida em que
o estudo foi realizado com pacientes que procuram a rede
privada de atendimento; no entanto, a continuidade desses
trabalhos epidemiol6gicos pela comunidade cientifica é es-
sencial para que haja conscientizacdo de que é necessaria
uma maior acao de controle das doencas parasitdrias e pa-
ra o desenvolvimento de estratégias que levem a erradi-
cacao das mesmas.
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HISTOPLASMOSE CLASSICA: REVISAO*

CLASSIC HSITOPLASMOSIS: REVIEW

Thais Ferrarelli Rossini' & Leticia Silveira Goulart’

tura, provas sorolégicas e reagao intradérmica.

RESUMO - A histoplasmose cldssica é uma infeccao micética causada pelo fungo dimérfico Histoplasma capsulatum var. capsulatum,
fungo que se apresenta em duas formas morfolégicas: uma miceliar, presente no solo e uma leveduriforme, presente no hospedeiro.
A forma miceliar produz hifas septadas hialinas e conidios. O Histoplasma capsulatum var. capsulatum é encontrado em fezes de aves
e morcegos, cavernas, arvores ocas, construcoes antigas e sétaos, sendo estes, fontes importantes de infeccao. A infecgao ocorre quan-
do o micélio composto de hifas e conidios se torna aerolizado por alteracgoes fisicas e sdo inalados. Nos pulmoées, os fragmentos de hi-
fas e conidios diferenciam-se em leveduras que sobrevivem e se proliferam no interior de macréfagos. As formas clinicas incluem a
infeccao assintomaética (forma mais comum), infecgdo pulmonar aguda, histoplasmose disseminada e histoplasmose pulmonar croni-
ca. A incidéncia da histoplasmose tem aumentado dramaticamente, principalmente como resultado de alteracdes do sistema imune
associadas com transplantes de érgaos e medula, SIDA ou quimioterapia. O diagnéstico laboratorial baseia-se no exame direto, cul-

PALAVRAS-CHAVE - Histoplasmose, histoplasmina e Histoplasma capsulatum var. capsulatum. Y,

/SUMMARY - Classic histoplasmosis is a micotic infection caused by dimorfic fungus Histoplasma capsulatum var. capsulatum, this
fungus exists in two morphological forms: a mycelial form in soil and a yeast form in the host. The miceliar form produces hifas sep-
tadas hialinas and conidia. Histoplasma capsulatum var. capsulatum is found in excrements of birds and bats, hollow caves, trees, old
constructions and attics, being these important sources of infection. The infections occur when mycelia become aerosolized by physi-
cal perturbation and are inhaled. Within the lung, hyphal fragments and conidia differentiate into yeasts that survive and proliferate
within alveolar macrophages The clinical forms can be asymptomatic infection (most common form), acute pulmonary infection, dis-
seminaded histoplasmosis and pulmonary chronicle histoplasmosis. In recent decades, the incidence of histoplasmosis has increased
dramatically, mainly as the result of immune status alterations associated with organ or bone marrow transplantation, AIDS, or can-
cer chemotherapy. The laboratorial diagnosis is based on the direct examination, culture, sorological tests and intradermal reaction.
KEYWORDS - Histoplasmosis, histoplasmin and Histoplasma capsulatum var. capsulatum. J

INTRODUGAO

histoplasmose classica (Doenca de Darling, Citomico-

se Reticulo — Endotelial de Humphrey, Doenca das Ca-
vernas) € uma infeccao micética causada pelo fungo di-
morfico Histoplasma capsulatum var. capsulatum, que
apresenta especial afinidade patogénica ao Sistema Reti-
culo Endotelial (S.R.E.). E uma micose endémica nos Esta-
dos Unidos, América Latina, parte da Asia e Africa. Pode-
mos denominar essa infeccao como “micose do futuro”,
pois o ntimero de casos tende a aumentar, a medida que se
pensa em tais processos* ' 1321,
O Histoplasma capsulatum var. capsulatum é um fungo sa-
profita do solo, que cresce na forma miceliar a temperatu-
ra de 25°C, em associacdo com solos imidos contendo ele-
vados teores de nitrogénio. O fungo tem sido encontrado
em dejetos de aves e morcegos, cavernas, arvores ocas,
construgoes antigas e sétaos, sendo estes, fontes importan-
tes de infeccdo e, além disso, a prépria movimentacao do
solo proporciona o transporte de esporos pelo ar* %',
O contagio por este fungo se da através da inalacao de es-
poros, desenvolvendo-se a primoinfeccao no pulmao. Na
maioria dos individuos, esta forma clinica é benigna, pas-
sando despercebida ou com sintomas semelhantes a uma
infeccao viral, do tipo resfriado comum. Como sequelas,
podem ficar calcificagoes residuais nodulares no pulmao,
semelhante ao que ocorre na tuberculose. Alguns individu-
os podem apresentar a forma disseminada da infecgao, in-
cluem-se as pessoas com idades extremas (menores de 1
ano e maiores de 60 anos de idade) e pessoas com déficit
de imunidade como pacientes em tratamento com corticéi-

des, leucémicos, transplantados, pacientes que estdo fa-
zendo quimioterapia ou pacientes com SIDA (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida)'® ' 72,

Existem fatores que influenciam na preservacao e evolucao
da doenca como a quantidade de esporos inalados e o es-
tado imune do hospedeiro. A grande maioria das infec¢oes
sdo assintomaticas, por afetarem individuos imunocompe-
tentes e com pouca exposicao ao fungo™.

O objetivo dessa revisao bibliografia é apresentar o fungo
Histoplasma capsulatum var. capsulatum como um patége-
no de importancia ascendente, principalmente apés o ad-
vento da SIDA, bem como a epidemiologia dos casos ocor-
ridos na regido de Santo Angelo — RS.

Para a andlise da doenca profunda, foi realizada uma re-
visao bibliografica nas bases de dados do Lilacs, Medline,
Pubmed e Scielo empregando-se as seguintes palavras
chaves: Histoplasmose, Histoplasmina e Histoplasma cap-
sulatum var. capsulatum.

A pesquisa foi realizada de marco a maio de 2005, sem res-
tricdo de idioma, sendo destacado os periodos de 1991 a 2005.

PATOGENIA

O contagio ocorre através da inalacao de esporos do fungo.
Uma vez o fungo instalado nos alvéolos pulmonares, é fa-
gocitado por macréfagos. Com a temperatura corporal
(37°C), passa para a forma de levedura, multiplicando-se
dentro dos fagolisossomos e lisando o macréfago. As in-
feccoes por Histoplasma capsulatum var. capsulatum sao
controladas por células T auxiliares que reconhecem os an-
tigenos da parede celular fungica e proteinas do choque

Recebido em 27/12/2005
Aprovado em 02/08/2006
*Revisao realizada como Trabalho de Conclusdo do Curso de Farmacia Andlises Clinicas da Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Miss6es — Cam-
pus de Santo Angelo/RS
'Graduanda do Curso de Farméacia Bioquimica Clinica, da Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missées — URI.
?Professora Mestre das disciplinas de Parasitologia Clinica, Bacteriologia Clinica | e Il e Micologia Clinica do Curso de Farmécia, da Universidade Regional Integrada
do Alto Uruguai e Das Missdes — URI.
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térmico e secretam interferon-gama que ativa os macréfa-
gos para destruirem as leveduras intracelulares. O Histo-
plasma capsulatum var. capsulatum induz os macréfagos a
secretarem Fator de Necrose Tumoral-alfa (FNT- -), que es-
timula outros macréfagos a destruirem o fungo. Se a res-
posta do sistema imune é adequada, ocorre uma intensa
reacao granulomatosa seguida de cicatrizacao, fibrose e
calcificacdao. Se nao for controlada, a infeccao pode al-
cancar os ganglios mediastinicos, corrente sanguinea e ou-
tros 6rgaos ricos em sistema monocitico — histiocitario como
o figado e bago®°.

MANIFESTAGOES CLINICAS

Diversas formas de classificacao da histoplasmose tém sido
utilizadas, entretanto, a forma mais recentemente proposta
é: infeccao assintomaética, infeccao pulmonar aguda, histo-
plasmose disseminada (aguda - tipo infantil, subaguda - ti-
po juvenil, cronica — tipo adulta e oportunistica) e histo-
plasmose pulmonar cronica®* 2.

INFECGAO ASSINTOMATICA

Esta forma compreende aproximadamente 90-95 % dos ca-
sos de histoplasmose e nesses pacientes nao é observada ne-
nhuma sintomatologia clinica. O tnico dado observado esta
relacionado a uma conversao para positiva da reacao intra-
dérmica a histoplasmina e por reacdes sorolégicas da in-
feccdo micotica. Pode-se ainda observar nesses pacientes
evidéncias radiolégicas, com presenca de nédulos pulmona-
res calcificados, infiltrados pulmonares ou linfoadenomega-
lias hiliares ou mediastinicas, nos quais se demonstra a pre-
senca de Histoplasma capsulatum var. capsulatum® > *..

INFECCAO PULMONAR AGUDA

A doenca aguda, que resulta na infeccao primaria, regride
mais, freqlientemente, de modo espontaneo no decorrer de
trés a seis semanas, mas pode provocar complicacoes pre-
coces e tardias'™ *"*%,

A infeccao pulmonar aguda é manifestada por febre, cala-
frios, cefaléia, tosse improdutiva, dor toracica pleuritica ou
subesternal, mal — estar e mialgia, podendo ser confundida
com uma doenca gripal. O periodo de incubacao varia de
10 a 18 dias ou mais nos individuos que tém primoinfeccao.
Entretanto, nos casos de reinfeccao, esse periodo é bem mais
curto, variando de 3 a 7 dias. Os sintomas desaparecem ha-
bitualmente sem tratamento em duas semanas e em poucas
vezes podem durar mais de seis semanas. Esta forma de his-
toplasmose raramente se revela mortal® "% %,
Radiologicamente, essa forma caracteriza-se por pequenas
dreas de pneumonite em meio a infiltrado intersticial difu-
so. Linfoadenomegalia hiliar € um achado freqiiente, dife-
renciando a histoplasmose das pneumonias bacterianas e
Viraisil 21, 26, 27.

HISTOPLASMOSE DISSEMINADA

A histoplasmose disseminada é definida pela presenca de
foco extrapulmonar e extraganglionar mediastinicos de
curso progressivo. Representa a forma menos comum de
histoplasmose (10% dos casos) desenvolve-se principal-
mente em individuos com imunidade deficiente, tais como
lactentes com sistema imune imaturo; hospedeiros imuno-
comprometidos, como receptores de 6rgaos tratados com
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cortic6ides e individuos infectados pelo HIV (Virus da Imu-
nodeficiéncia Adquirida). Esta forma pode ser dividida em
quatro subtipos, que sao: histoplasmose disseminada agu-
da (tipo infantil), histoplasmose disseminada subaguda (ti-
po juvenil), histoplasmose disseminada crénica (tipo adul-
to) e histoplasmose oportunistica® * * 120212
Histoplasmose Disseminada Aguda (Tipo Infantil)

A histoplasmose disseminada aguda acomete frequente
criangas com menos de dois anos de idade. Tem inicio sui-
bito e gradual, sendo geralmente precedida pela histoplas-
mose aguda. Febre, irritabilidade, fadiga progressiva, per-
da de peso e tosse sao os sintomas iniciais. Em seguida sur-
gem diarréia, vémitos e aumento do volume abdominal
(hepatoesplenomegalia) e presenca de linfoadenomegalias
superficiais. As manifestacoes hematolégicas caracteri-
zam-se por anemia, leucopenia e trombocitopenia. Em
exames radiolégicos podem ser evidenciadas lesoes suges-
tivas de infecgdo primdria ou quadro de pneumonia inters-
ticial. Nao diagnosticada e nao tratada corretamente, essa
forma evolui para o O6bito em cerca de duas a cinco
Semanasl, 4,9, 19, 20, 21, 25'

Histoplasmose Disseminada Subaguda (Tipo Juvenil)

Esta forma manifesta-se por febre moderada e intermiten-
te, mal-estar, astenia e emagrecimento progressivo. As
lesoes, em ntimero varidvel e que surgem em seqiiéncia in-
determinada, conforme a localizacao, manifestam-se como
doenca ulcerativa intestinal, insuficiéncia supra-renal, me-
ningoencefalite, sindrome de compressdao medular ou
lesOes osteoliticas, lesoes cutaneas ou subcutaneas, sendo
pouco freqiientes ulceragoes da orofaringe. Hepato e es-
plenomegalia sao muito comuns***'%20:2. 23,

Histoplasmose Disseminada Crénica (Tipo Adulto)

A histoplasmose disseminada crénica predomina em adul-
tos acima de 40 anos e apresenta lesoes de orofaringe ou
laringe em cerca de 70% dos casos. Muitas vezes, nas are-
as endémicas, pode ser a Unica manifestacdo. Febre baixa
e intermitente, astenia e emagrecimento acompanham a
evolucao muito lenta das lesdes, que podem regredir es-
pontaneamente e reaparecer no mesmo sitio organico ou
em outro sitio. Esses epis6dios podem ocorrer durante 10
anos ou malsl, 4,9, 19, 20, 21, 25‘

HISTOPLASMOSE OPORTUNISTICA

Nas 4reas endémicas de histoplasmose sao muitos os casos
da micose oportunistica associada a doenca de Hodgkin,
linfossarcoma, leucemia, lipus eritematoso sistémico,
AIDS, transplantados, usudrios de corticéides e pacientes
em quimioterapia. Nessas situacoes, a micose pode origi-
nar-se de um reinfeccao endégena ou exégena. A febre es-
ta sempre presente, tosse pouco produtiva ou nao-produti-
va, dispnéia, infiltrado intersticial difuso, linfoadenomega-
lias hiliares e hepatoesplenomegalia. A maior dificuldade
neste processo € a diferenciacdao entre as manifestacoes da
doenca de base e da micose e, as vezes, seu tratamento po-
de ser agressivo para o paciente. Quando nao diagnostica-
da corretamente evolui para o 6bito”* .

HISTOPLASMOSE PULMONAR CRONICA

A histoplasmose pulmonar crénica estd relacionada a pre-
senca de enfisema centrolobular ou bolhoso ou defeito
anatémico estrutural que favorece a instalacdo do foco ini-
cial da doenca. Com freqiiéncia, assemelha-se a tuberculo-
se quanto a sintomatologia e manifestacoes radiograficas,
embora a evolugao desse tipo de histoplasmose seja mais
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leve e indolente que a tuberculose. A colonizacao dos es-
pacos aéreos determina a producao local de material liqui-
do rico em elementos fungicos que, por disseminacao,
causam focos de pneumonite segmentar, ocasionando fi-
brose pulmonar progressiva. Incide geralmente em ho-
mens, a partir da terceira década de vida, residentes em
dreas endémicas' 2" %%,

EPIDEMIOLOGIA

Na primeira metade do nosso século, casos de histoplasmose
foram relatados de modo esporddico, principalmente nos Es-
tados Unidos, isto é, nas regides dos Grandes Lagos e no vale
do Mississipi. Nessas areas endémicas, mais de 80% dos indi-
viduos sao infectados aos 20 anos de idade. Entretanto, essa
incidéncia, inicialmente tdo circunscrita, comegou a ganhar
outros continentes no final da década de 19609, ' 22,
Atualmente a histoplasmose possui distribuicao mundial,
tendo sido descrita em mais de 50 paises, com maior pre-
valéncia nas zonas tropicais e temperadas® " **.

A delimitacao das areas endémicas € verificada através da
reacdo intradérmica com histoplasmina e do estudo em
animais. Ha relatos de microepidemias em grupos de indi-
viduos que visitaram grutas habitadas por morcegos ou ti-
veram contato com galinheiros, pombais ou casas desabi-
tadaSQ, 20, 21, 24, 29.

No Brasil, a infecgédo é descrita em casos esporadicos, tendo re-
latos de surtos no Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e Minas
Gerais. Outros paises, com regides endémicas, na América do
Sul sdo Argentina, Venezuela, Colémbia e Peru® 2",

No Rio Grande do Sul, um estudo feito por Zembrzuski e
colaboradores no ano de 1992, que foi realizado com 161
soldados, na faixa etaria dos 17 aos 19 anos, onde contata-
ram a prevaléncia de histoplasmose através da reacgao cu-
tanea positiva para histoplasmina. A partir disto, concluiu-
se que 48% da populacao estudada apresentava positivi-
dade para esta reacao, caracterizando este local como foco
ambiental do fungo.

No caso de uma infeccao pulmonar, esta nao confere imu-
nidade protetora; por conseguinte, pode ocorrer rein-
feccao. Apesar de a idade, o sexo e a raca nao afetarem,
significativamente, a suscetibilidade a infec¢do, os homens
brancos de meia idade com doenc¢a pulmonar obstrutiva
crénica (DPOC) pré-existente parecem correr o maior risco
de desenvolver a forma pulmonar créonica. Nos ultimos
anos o Histoplasma capsulatum var. capsulatum surgiu co-
mo patégeno oportunista, sobretudo em hospedeiros com
imunidade celular alterada, principalmente em pacientes
com SIDA® 202124,

A partir de 1987 todos os casos de individuos infectados pe-
lo HIV com histoplasmose extrapulmonar foram definidos
como tendo SIDA, pelo Centers for Disease Control (CDC)".
Em areas endémicas da micose, esta doenca pode repre-
sentar a primeira manifestacdo da SIDA. Nesta sindrome,
como em outras doencas imunodepressoras, a histoplasmo-
se representa, muito provavelmente, uma reativacao de fo-
cos latentes de infeccao pregressa ou, mais raramente,
aquisicdo exdgena, por ocasido da imunodepressao’.

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Para um diagnostico correto, cabe destacar a importancia
da anamnese, que deve basear-se no estado de saude do
paciente e se este apresenta histérico de permanéncia em
pais endémico. Também € necessario a obtencdao de uma
amostra adequada, principalmente respiratérias, e a
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puncao ou aspiracao de medula 6ssea. A abordagem diag-
néstica varia, em parte, com a sindrome clinica em consi-
deracao. Contudo, o diagnoéstico definitivo de histoplasmo-
se deve ser confirmado através de exames laboratoriais pe-
lo encontro do agente em esfregacos de espécimes clinicos
ou em cortes histolégicos de tecidos biopsiados e pelo iso-
lamento em cultivo e identificacao do fungo9, 18, 20, 21.
Para o diagnéstico da histoplasmose diversos materiais bi-
ologicos podem ser utilizados, como: escarro, urina, raspa-
dos ou exudatos da lesdao, aspirado de medula 6ssea ou
leucécitos para cultura; bidpsias de medula 6ssea, da pele
ou de linfonodos para estudo histolégico; e sangue para
provas sorolégicas®**.

DIAGNOSTICO MICOLOGICO

O diagnéstico micolégico da histoplasmose é baseado no
encontro do seu agente casual, Histoplasma capsulatum
var. capsulatum, em materiais biol6gicos. Para isso, empre-
gam-se, concomitantemente, duas metodologias: exame
direto e cultura® *.

Exame Microscopico Direto

O exame do material a fresco tratados com hidréxido de
potassio (KOH) a 10% tem pouco valor porque se trata de
parasito com pequenas dimensoes, aproximadamente 3
micras de didmetro, dificil de ser diferenciado* 22!,

Nos esfregacos corados por Giemsa, o Histoplasma capsula-
tum var. capsulatum é visualizado como elementos arredon-
dados ou ovalados, dentro de macréfagos. O citoplasma se
cora de azul claro, e o ntcleo localizado em um dos poélos, se
cora mais intensamente. Observa-se um halo claro ao redor
do fungo. Essas formas sdo dificeis de ser visualizadas no
exame direto do escarro. O melhor rendimento é obtido com
esfregacos submetidos a impregnacao pela prata, embora
persistam as dificuldades de interpretacao® >,

Cultura

As amostras devem ser cultivadas a 37°C, podendo ser utili-
zados os agares: Sabouraud dextrose sélido; Mycobiotic® ou
0 Mycosel® (ambos contendo cloranfenicol e cicloheximi-
da); o meio BHI (agar infusao cérebro — coragao) adicionado
de cloranfenicol e de cicloheximida na proporgao de 0,05g e
0,5 g/mL, respectivamente, ou BHI - dgar sangue** *.

O fungo é dimoérfico, isto é, apresenta forma miceial na
temperatura de 25°C e forma leveduriforme, quando culti-
vado em meios ricos a 37°C11.

A 22-28°C crescem cultivos brancos, algodonosos de desen-
volvimento lento, com micélio aéreo que tendem a escurecer
com o tempo. Microscopicamente, observam-se hifas delica-
das, septadas, microconidios lisos ou clamidoconideos lisos e
esquinulados, além de uma grande quantidade de macroco-
nidios tuberculados (ou mamilonados) conhecidos como es-
talagmosporos. Em meios ricos como o BHI, acrescidos ou
nao de sangue incubados a 37°C, o Histoplasma capsulatum
var. capsulatum cresce na forma de levedura, formando co-
16nias cremosas, umidas, brilhantes e lisas!'! 2 ",

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

A histoplasmose é uma doenca granulomatosa e seu diag-
noéstico histopatolégico pode ser feito quando macréfagos
parasitados com células leveduriformes sao visualizados
em cortes histolégicos corados pela hematoxilina-eosina.
Cada levedura aparecerd como um corpusculo levemente
basofilico, esférico ou ovalado, rodeado por um halo claro
delimitado por uma parede celular muito fina e hialina*.
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Nas lesoes pulmonares cronicas, a reacao € a de granulo-
ma com ou sem células gigantes de Langhans, tendo a par-
te central necrosada, calcificada e as margens fibrosadas*.

DIAGNOSTICO IMUNOLOGICO

Devido a resposta imunoldgica tanto celular como humoral
em pacientes imunocompetentes, pode-se realizar provas
sorolégicas e cutaneas. Nas primeiras, detectam-se anti-
corpos e antigenos do fungo que permitem monitorar a
evolucao e a resposta ao tratamento, as outras servem pa-
ra evidenciar a reacao de hipersensibilidade tipo IV*.

As provas sorolégicas sao muito uteis para o diagnoéstico de
histoplasmose, tanto que resultam positivas em 80% das
formas disseminadas, 90% das formas pulmonares agudas
e 100% das formas pulmonares cronicas®.

Reacoes Sorologicas

Para as reagoes sorolégicas, podem ser utilizadas varias téc-
nicas como a Reacao de Fixacao do Complemento (RFC),
Imunodifusao Dupla (ID) e Radioimunoensaio (RIA)**.
Para fixacdao do complemento, pesquisa-se anticorpos con-
tra o antigeno extraido da fase leveduriforme do Histoplas-
ma capsulatum var. capsulatum, porque se mostra mais
sensivel. Os resultados da RFC interpretam-se como em
outras infeccoes micéticas, isto €, quanto mais grave o pa-
ciente, tanto mais alto o titulo da reacdo e vice-versa. Um
pouco antes da morte, o titulo pode cair a zero**.

A Imunodifusao Dupla baseia-se na pesquisa de anticorpos
que sao produzidos apés reagirem com preciptinas especi-
ficas (H e M). E técnica mais utilizada para auxiliar no di-
agnostico das micoses sistémicas**.

O teste de ID tem sido mundialmente aceito como o princi-
pal método para deteccao de anticorpos na histoplasmose,
porque além de ser prova de fécil e rdpida execucéo, é
mais especifica que outras provas sorolégicas®.

O RIA é o teste mais sensivel para deteccao de antigenos
circulante de Histoplasma capsulatum var. capsulatum.
Quase todos os pacientes com histoplasmose disseminada
apresentam teste positivo para o antigeno no soro ou na
urina. Os niveis de antigeno caem apo6s tratamento bem su-
cedido, porém reaparecem durante a recidiva. Apesar da
ocorréncia de reagdes cruzadas com outras micoses, este
teste para antigeno é mais sensivel do que os testes de an-
ticorpos convencionais em pacientes com SIDA acometidos
de histoplasmose®?.

Reacoes Cutaneas

O teste mais utilizado de reacédo cutaneas € o intradérmico
pela histoplasmina. O antigeno histoplasmina é um filtrado
de culturas de Histoplasma capsulatum var. capsulatum.
Uma reacgao positiva tem valor diagndéstico quando, antes
da manifestacdo sintomdtica da infeccao, for constatada
reacao negativa. Também tem valor diagnéstico a reagao
positiva em criangas menores de 2 anos de idade. A reacao
negativa pode significar auséncia de infeccao, infeccao
muito recente ou fase terminal da doenca***?.

O teste cutdaneo com histoplasmina resulta numa técnica
sensivel, rdpida e confidavel, com resultado positivo em
50% dos pacientes. Nao resulta de tanta utilidade em &re-
as endémicas onde é positivo em 80% das pessoas maiores
de 16 anos. A resposta celular manifesta-se habitualmente
de 15-40 dias ap6s o contato ou de 30-50 dias ap6s o inicio
dos sintomas, mantendo-se positiva durante anos. Pode
apresentar falso-positivos por reagoes cruzadas com outros
fungos (Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis e
Paracoccidioidis brasiliensis) e falso-negativos em pacien-
tes imunossuprimidos™.
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O teste cutaneo com histoplasmina, apesar de importante
nos estudos epidemiolégicos, ndo é recomendado para fins
de diagnéstico, devido a uma elevada taxa de positividade
entre pessoas que residem em 4reas endémicas. Além dis-
so, o teste cutaneo pode produzir uma falsa elevacao nos ti-
tulos de anticorpos séricos® '® 2!,

Baseando-se nas diferentes provas diagnoésticas, em caso
de doenca autolimitada, devem-se fazer provas sorolégi-
cas. Para a forma pulmonar crénica e disseminada reco-
menda-se fazer o cultivo, biépsia e sorologia. Nas formas
disseminadas a forma mais rapida e util é a determinacao
do antigeno®.

TRATAMENTO

A histoplasmose geralmente é uma infec¢ao benigna e au-
tolimitada. Os casos de regressao espontdanea nao necessi-
tam de tratamento especifico, sendo repouso e observacgao
clinica as medidas mais eficazes. O cetoconazol constitui o
tratamento utilizado para infeccao leve ou moderada. Na
doenca disseminada, o tratamento sistémico com anfoteri-
cina B é quase sempre curativo, embora alguns pacientes
possam necessitar de tratamento prolongado e de monito-
rizacado, devido a ocorréncia de recidivas. Tipicamente, os
pacientes com SIDA sofrem recidiva apesar da terapia, que
seria curativa em outros individuos. Por conseqiiéncia os
pacientes com SIDA necessitam de terapia de manutencao
com cetoconazol por via oral ou com anfotericina B
Semanalmentez, 3, 4,11, 16, 17, 20, 21, 22, 24.
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Valores de hemacias, plaquetas, leucécitos totais e
das subpopulacoes dos linfocitos em recém-nascidos
com sepse e sadios*

Values of red blood cells, platelets, total leukocytes and lymphocyte subpoulations in septic and
healthy newborns

Alaide da Silva Pitombeira’; José Ajax Nogueira QueiroZ’ & Talapala G. Naidu®

(F RESUMO - Diferentes parametros celulares hematolégicos e os valores da proteina C-reativa (PCR) sangiiineo foram avaliados em\
21 recém-nascidos (RN) sépticos e dez sadios, objetivando identificar aqueles que se correlacionem com a ocorréncia e evolucao da
doenca. Nao foram constatadas diferencas significantes, entre sépticos e sadios, nos valores médios de hemdcias, hematécrito, hemo-
globina, plaquetas e linfdcitos totais. A contagem de leucécitos totais se mostrou elevada em sépticos (18.080 + 9.210/uL, contra 12.040
+ 3.980/pL? nos controles; p=0,017), devido, principalmente, ao aumento nos neutréfilos circulantes. Nas avalia¢coes imunofenotipicas
das subpopulacoes linfécitarias (NK, TCD4+, TCD8+, células B), somente linfécito NK apresentou diminuicao significativa nos sépti-
cos (80 = 80/pL, contra 250 + 220/pL® para controles; p=0,004). Porém, sépticos que responderam ao tratamento revelaram valores sig-
nificativamente menores de NK do que os que foram ao 6bito (32 = 20/pL e 120 + 89/puL? respectivamente; p=0,012); com ambos os
valores situando-se abaixo do valor-controle. PCR estava significativamente elevada nos sépticos que foram ao 6bito, em comparacgao
daqueles que responderam ao tratamento (38,0 + 30,7 mg/L e 13,0 + 8,8 mg/L, respectivamente; p=0,041), revelando-se positivamen-
te correlacionada com a gravidade da doenca. Esses dados parecem sugerir que a incidéncia e a evolugdo da sepse neonatal nao se
relacionam com alteragoes significativas inerentes nos parametros quantitativos das hemacias, ou dos linfécitos T e B circulantes. As
significantes elevacoes evidenciadas nos neutréfilos e nos leucécitos totais circulantes dos pacientes sépticos, parecem ser conseqién-
cias da gravidade da infecgdo bacteriana, e nao a causa da sepse neonatal. Embora o nimero médio das células NK circulantes tenha
se mostrado diminuido nos pacientes, o valor médio de NK dos sépticos que foram a 6bito foi significativamente maior do que dos RNs
que responderam ao tratamento. Estes dados dificultam a avaliacdo do real significado das células NK no processo séptico neonatal.
\PALAVRAS-CHAVE - Sepse neonatal, pardmetros hematolégicos, subpopulagdes linfocitérias, PCR. Y,

/SUMMARY— Blood cellular parameters and C-reactive protein (CRP) values were evaluated in 21 septic and 10 healthy newborns, irl\
order to identify those that might correlate with the onset and progression of sepsis. There were no significant differences, between
septics and healthy newborns, in the mean values of red cells, hematocrit and hemoglobin scores, platelets and total lymphocytes. To-
tal leukocyte counts were significantly elevated in septic newborns (18080 + 9210/uL, against 12040 + 3980/uL3 in controls; p=0.017),
due to increased neutrophil counts. Inmunophenotypy evaluations of lymphocyte subpopulations (NK, TCD4+, TCD8+, B cells), sho-
wed that only NK cells were significantly reduced in septic newborns (80 + 80/uL against 250 + 220/uL3 for controls; p=0.004). Howe-
ver, septic children who responded to treatment had significantly lower NK values than those who succumbed to disease (32 = 20/uL
and 120 = 89/uL3, respectively. p=0.012), but both these values were below that of the controls. CRP was significantly raised in fatal
sepsis, than in septic newborns who responded to treatment (38.0 = 30.7mg/L and 13.0 + 8.8 mg/L, respectively; p=0.041), revealing
to be positively correlated with disease progression. These results seem to suggest that the incidence and evolution of neonatal sep-
sis are not related to significant inherent alterations in the quantitative parameters of circulating red cells, or the T and B lymphocy-
tes. The significant alterations observed in neutrophils and total leukocytes of septic patients appear to be the consequences of the se-
verity of the bacterial infection, and not the cause of neonatal sepsis. Even though the mean circulating NK cell number was reduced
in the septic patients compared to that of the controls, the mean NK value in the fatally septic neonates was significantly higher than
that observed in the neonates who responded favorably to antibiotic therapy. These observations render difficult the evaluation of the
real significance of NK cells in the neonatal septic process.

KEYWORDS - Newborn sepsis, hematological parameters, lymphocyte subpopulations, CRP. Y,
INTRODUCAO duros, o que eleva a susceptibilidade do neonato a sepse**.
A protecao do RN contra as infecc¢oes inicia-se na vida in-
infeccao neonatal é uma das principais causas de mor- tra-uterina. O liquido amniético representa uma barreira
bi-mortalidade do recém nascido (RN)!. Sequndo Par- eficiente a infecgdo, em virtude da presenca de varios fato-
ravicini et al?, a incidéncia da sepse neonatal varia de 30% | Tes de defesa’. O elemento central da resposta imune inata
dos neonatos de peso muito baixo ao nascer a 0,4% em RN a infecgdo bacteriana € o fagécito PMN, cuja atuacao mos-
pré-termo (RNPT) e 0,1% em RN a termo, ocorrendo maior tra-se deficiente no neonato5. A reserva medular de PMN
morbidade e mortalidade, especialmente nos pré-termos. € considerada pequena, em relagao ao peso, nos RN a ter-
Alguns estudos sugerem que a desregulacio na expressao | Mo e nos RN pré-termo, em comparacao com a do adulto®”,
e produgao de citocinas hematopoéticas no neonato contri- 0 que caracteriza os RN sem capacidade para aumentar a
bui para as deficiéncias qualitativas e quantitativas da ati- | concentracao dessa célula durante a infeccao’.
vidade das células progenitoras mieléides e, consequente- | A célula natural killer (NK), um dos componentes da imu-
mente, dos polimorfonuclearneutréfilos (PMN) efetores ma- | nidade inata que representa cerca de 15% dos linfocitos
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*Trabalho realizado no Setor de Imunologia do Departamento de Patologia e Medicina Legal, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara (UFC), e no
Laboratério Clementino Fraga, Fortaleza, Ceara.
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circulantes, participa nas defesas as infec¢oes intracelula-
res e células neopldsicas, e migra do sangue aos tecidos in-
fectados em resposta as citocinas pré-inflamatoérias (IL-1,
IL-6 e TNF-a)®. Godula-Stuglik et al.® encontraram baixos
valores de NK nos RN sépticos.

O sistema inato apresenta um importante papel no contro-
le da imunidade adaptativa através da regulacao de molé-
culas co-estimuladoras e citocinas efetoras’. Em compa-
racao ao adulto, as funcoes das células T sao diminuidas no
feto e no RN, incluindo a citotoxicidade mediada pelo T
CD8+ (Tc) nas infeccgodes virais, a hipersensibilidade tardia
e a regulacdo da anticorpogénese pelo linfécito B (LB)'.
Embora o feto possa gerar a IgM a partir da oitava sema-
na, a falta de estimulos antigénicos e a relativa deficiéncia
na atuacao dos linfécitos T helper (LT CD4+) contribuem
para a pouca presenca de anticorpos nos RN™.

O diagnéstico precoce da sepse em recém-nascidos € difi-
cil em virtude dos primeiros sinais clinicos serem minimos
e inespecificos. Por ndao haver um indicador laboratorial
precoce e definitivo, a observacao clinica é, muitas vezes,
o Unico recurso disponivel™®!. O diagnéstico de certeza da
sepse neonatal requer a hemocultura positiva®; entretanto,
as culturas de liquidos biolégicos e de secrecdes do orga-
nismo apresentam uma baixa incidéncia de resultados po-
sitivos'®"”. Apesar da baixa sensibilidade, a hemocultura
positiva ainda é considerada o teste mais fidedigno para o
diagnéstico definitivo da sepse. Alguns consideram a neu-
tropenia como o sinal preditivo positivo mais exato de in-
feccdo do neonato, com os RN sépticos neutropénicos ten-
do mais alta mortalidade do que os nao neutropénicos'*.
Para Ghosh & Mitta”?, e Jaganathan', os indices neutropé-
nicos anormais [a relacao PMN imaturo/total dos PMN
(I/T), e a relagao PMN imaturos/PMN maduros (I/M)] fo-
ram os indicadores mais sensiveis para identificacdo de cri-
ancas com sepse. A trombocitopenia é um problema hema-
tolégico comum encontrado no periodo neonatal, particu-
larmente nos RN doentes, prematuros e neonatos admiti-
dos em unidades de tratamento intensivo®. Na sepse as
plaquetas sdo capazes de modular ndo somente suas pro-
prias fungdes mas também das células que as rodeiam, e
nao sofrem acao das citocinas TNF-a, IL-1, IL-6 produzidas
nessas condigoes?. A proteina C-reativa (PCR) tem sido es-
tudada como um marcador de screening da doenca ativa e
como um auxiliar em diagnostico®. Elevacao nos niveis cir-
culantes de PCR na sepse neonatal fora observada por al-
guns autores**. Para Hengst*, a avaliacao quantitativa de
PCR, obtida 24 h apés o inicio de sinais e sintomas de in-
feccdo com medidas seriadas a cada 12 ou 24h, é a mais
sensitiva e confidavel das informacodes sobre a existéncia da
sepse.

O presente trabalho objetivou determinar os valores hema-
tolégicos de série vermelha, plaquetas, leucécitos totais,
linfécitos totais e suas subpopulagoes, e da PCR dos recém-
nascidos sépticos e sadios, procurando identificar aqueles
parametros que se correlacionem com a ocorréncia e evo-
lucao da sepse.

MATERIAL E METODOS

Vinte e um RN sépticos, diagnosticados e internados no
Centro de Tratamento Intensivo Neonatal (CTI) do Hospi-
tal Infantil Albert Sabin (HIAS), e dez recém-nascidos sau-
déveis do Centro Obstétrico do Hospital Geral e Materni-
dade Angeline (HGMA) (controles), de idades de até 20 di-
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as e de ambos os sexos, foram objeto do estudo. O diagnés-
tico de sepse foi estabelecido conforme os critérios de Toll-
ner®; Kuster et al’, e Martius®*, modificados pelo HIAS. Os
seguintes parametros laboratoriais foram empregados co-
mo indicadores da infeccao: PCR = 6mg/L, neutropenia
(neutrofilos circulantes <1.500/uL) e o indice neutrofilico (a
relacao de neutréfilos imaturos para neutréfilos totais) = 0,2
nas primeiras 72 horas do nascimento18. Os RN sépticos
internados foram monitorados de acordo com o protocolo
do Hospital e os dados clinicos e laboratoriais foram obti-
dos diariamente no periodo de 1 a 3 semanas apos a ad-
missdo no CTI. O grupo controle foi constituido de dez re-
cém-nascidos, cinco de cada sexo, de maes com gravidez e
parto sem complicacoes, de idade gestacional entre 37-42
semanas e com Apgar no 5° minuto de vida 27; excluindo-
se os seguintes: RN de maes com fatores obstétricos de ris-
co e uso de antibiético no periodo pré e intra-parto, malfor-
macoes congénitas, enfermidades maternas (hipertensao
arterial, diabetes mellitus) e parto gemelar.

Ap6s consentimento informado das maes, foi coletado san-
gue por puncao venosa periférica de criancas sépticas, e do
cordao umbilical de controles. Realizou-se a coleta de san-
gue sem a EDTA para a avaliacao laboratorial do PCR, e
com a EDTA para proceder a realizacao dos demais exa-
mes laboratoriais. O hemograma foi realizado em contador
automaético (Cell Dyn 1700 - ABBOTT) e a contagem dife-
rencial de leucoécitos manualmente, em laminas coradas
pelo May-Grunwald-Giemsa e incluiu a morfologia dos
granulocitos e a presenca de sinais de degeneracao leuco-
citdria (vacuolizacdo citoplasmadtica e, granulacbes toxi-
cas). As amostras para a realizacao da imunofenotipagem
foram mantidas a temperatura ambiente, processadas e
analisadas dentro de 12 horas. A imunofenotipagem foi re-
alizada no sangue por citometria de fluxo (Fluorescence-
Activated Cell Sorter — FACS), utilizando-se anticorpos
monoclonais (Cyto-Stat/Coulter Clone) para a identifi-
cacao das seguintes subpopulacoes de linfécitos: linfécitos
B (CD19+), linfécitos T (CD3+), linfécitos T helper
(CD3+/CD4+), linfécitos T citotéxicos (CD3+/CD8+) e célu-
las natural killer — NK (CD56+). Os dados obtidos foram
processados pelo programa Epi-Info, versao 6,0 para ob-
tencdo da média, mediana e desvio padrao.

A determinacao da PCR foi realizada em amostras de soro
dos RNs sépticos, usando-se o Kit imuno-latex PCR. A pre-
senca de aglutinacao ténue ou nitida indica resultado posi-
tivo e concentracdo = 6mg/L. A auséncia de aglutinacao
implica em resultado negativo e concentracao < 6mg/L.
Os resultados foram avaliados pelo teste t de Student e pe-
lo teste do qui-quadrado, a nivel de significancia de 0,05.
Este projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Co-
mité de Etica em Pesquisa Humana do Hospital Albert Sa-
bin, em conformidade com as Normas da Comissao Nacio-
nal de Etica em Pesquisa (CONEPE), do Conselho Nacio-
nal de Satude.

RESULTADOS

Os valores médios da série vermelha e das plaquetas nos
grupos casos e controles nao revelaram diferencas estatisti-
camente significantes (Tabela 1). O estudo da série branca
dos RN sépticos e controles mostrou diferenca significante
tanto entre os valores médios de leucdcitos totais
(18.080+9.210/pL. e 12.040+3.098/uL, respectivamente;
p=0.016), como também nos neutréfilos totais
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(10.620+6.449/nL,, contra 6.275+2.299/pL. para controles;
p=0.017). Porém, o indice neutrofilico e as contagens absolu-
tas de linfécitos totais ndo revelaram diferencas significantes
nos valores médios dos grupos casos e controles (Tabela 1).

Os valores médios das subpopulacdes linfocitdrias (LT
CD3+/CD4+; LT CD3+/CD8+; LB CD20+ e NK CD56+) dos
recém-nascidos sépticos e nao-séptico nao demonstraram

TABELA I

Valores dos linfécitos totais e suas subpopulagcées
dos Recém-nascidos Sépticos e Controles

PARAMETROS

Sépticos (n=21)

Controles (n=10)

. . e p
diferencas significantes nos subgrupos TCD4+ e TCD8+, Média = DP Média =+ DP
bem como nas células B; porém a diferenca nos valores do (variagao) (variagao)
TCD4+ situava-se no limiar da significancia (Tabela 2).
Entre os recém-nascidos sépticos, os que foram ao 6bito Linfocitos totais 6.230 = 5.020 5000 = 2.500
cel p 1 05 q L] (900 — 19.070) (2.100 - 10.960)  0,9663
(subgrupo-6bito) e os que responderam favoravelmente ao
tratamento (subgrupo-alta), nao revelaram diferencas sig- 6 N 4870 + 3780 3,560 = 1.860
nificativas nos valores médios das hemaécias, plaquetas, Linfocitos T [CD3] o oot 0,5262
o y . o - : /ol (530 — 14.970) (1.480 - 7.810)
leucécitos totais, neutroéfilos totais, indice neutrofilico e lin-
focitos totais (Tabela 3). Avaliacoes imunofenotipicas tam-
octtos lotals | - fvaliagoes Imunofenotip Linfocios B[CD197 1000 1,630 700 = 5680
ém nao Copstataram iferencas signi 1cat1vas. entre os ) (10 - 7.400) (120 - 1.590) 0,9663
subgrupos 6bito e alta nos valores das subfamilias de LT,
como tampgm nos valores c'lo LB (Tgbela 2). O Vglor médio Linfécitos Helper [CD4] 3.470 = 2.760 1.670 = 1.640
da PCR sérica se mostrou significativamente mais elevado [/uL] (340 - 10.610) (780 — 4.910) 0,0518
no subgrupo-6bito, em comparacao do valor do subgrupo-
alta (38,0 = 30,7 mg/L e 13,0 + 8,8 mg/L, respectivamente. Llnf(SC|t(Eé§g%t()X|cos 1310 « 1.070 830 + 1.060
p = 0,041) (Tabela 3). vuL] (190 — 4.290) (315 - 3.510) 0,0830
O valor médio das células NK foi significativamente menor "
nas criancas séptica§, do que nos controles (80+80/uL e . . 2.88+1,33
250+220/pL., respectivamente. p=0,0041) (Tabela 2). Po- [CD4"/CD8] (1,0-5,4) 2,42 +0.88 0,4008
rém, o subgrupo séptico que foi ao 6bito revelou um valor (12-38)
médio de NK significativamente maior do que do sub gru- Natural Killer [CD56°] 80 = 80 250 = 220
po-alta que respondeu ao tratamento (120+89/uL contra [fuL] (10 - 290) (50 - 690) 0,0041*
32+20/pL; p = 0,0124) (Tabela 3).
Teste qui-quadrado (X2): p< 0,05 * Diferenca significativa
TABELA |
Distribuicao dos valores de série vermelha, plaquetas, TABELA Il
leucécitos totais e neutréfilos em Recém-nascidos A -
s Valores dos parametros hematolégicos em
Sépticos e Controles. . i P
Recém-nascidos Sépticos que responderam ao
tratamento e dos que foram a 6bito
X SEPTICOS (n=21) | CONTROLES (n=10)
PARAMETROS p
Média = DP Média = DP
e variagéo e variagéo Sépticos com alta Sépticos com 6bito (n=11)
PARAMETRO (n=10) p
Média + DP Média = DP
Hemacias 4,35 + 0,82 4,39 = 0,55 0,8947 (variagao) (variagao)
6
[x10°/ pL] (2,90 - 6.00) (3,60 —5,20) Hemécias [X10%L] 4(,;111;_;)1,:)1 132; - g:g)s 07016
Hem[o/?j:jbina (;3;33 :23,2% ) (lllséig 111§9f0) 09678 Hematocrito [%] b o) oo 08353
g ;20 - 20, 30 — 17, x +
Hemoglobina [g/dL] 1(322;13;)3 1(335:231)6 0,9818
Hematécrito 42,64 +9,16 45,13 + 5,60 0,4374 5 201,54 = 150,89 288,30 = 158,50
[%] (235 - 63.1) (37,2 - 525) Plaquetas [x10°/ML] (23.0 - 599.0) (80,0 - 531,0) 0,2050
14.880 = 7.290 20.980 + 10.120 0,1329
Plaquetas 242,80 = 157,03 220,40 = 91,69 0,8162 Leucdcitos totais [/uL] (6.000 - 29.600) (5.600 — 35.100)
3 _ _ 8.680 = 6.379 12.384 £ 6.275
(x10°/pL] (23,0 - 599.0) (85,0 - 355,0) Neutréfilos totais [/IL] (2.232 - 23.680) (2.520 — 23.478) 0.1960
2k . " 888 + 1.098 879 = 643
Leucécitos totais 18.080 = 9.210 12.040 = 3.980 0,016 Neutr6filos imaturos [ML] (60~ 2.912) (152 - 2.160) 0,2908
[uL] (5.600 — 35.100) (4.200 — 17.400)
- 7.792 +5.425 11.505 = 6.065
Neutrofllos[/ilig];mentados (2.160 - 21.016) (2.352 - 22.659) 0,174
Neutréfilos totais 10.620 = 6.449 6.275 + 2.299 0,017 0,05 = 0.03 0,05 = 0,04 0.7564
[fuL] (2.230 - 23.680) (1.848 —9.017) indice neutrofilico (0,02 - 0,09) (0,01-0,12) '
5.070 = 3.550 7.290=+ 6.040 04813
Linfécitos totais (/uL) (900 — 13.090) (1.900 -19.070) ’
Neutréfilos Imaturos 883 = 643 320 = 338 0,135 Linfocitos T [ CD3"] (fuL) éggofngfo(; (85%%991‘2_227%) 0,6727
[fuL] (60 - 2.910) (0,0 -1.160) Linfocitos B CD19°1 (L 810 = 970 1.170= 2.100
infocitos B[ 100 (120 - 2.810) (100 — 7.400) 0,5973
. Linfécitos Helper [CD4°] 3.020 = 2.070 3.890 = 3.320 07782
Neutréfilos Segmentados 9.737 £5.937 5.955 £2.133 0,159 (/L) (340 - 7.380) (570 — 10.610) '
[/ (2.160 — 22.650) (1.554 —8.509) Linfécitos Citotéxicos[CD8"] 1.010+ 619 1.590 = 1.330 0.3981
(uL) (190 - 2.120) (360 —4.290) ’
p + 3,1+ 1,36 2,6+ 1,32
indice neutrofilico 0,05 = 0.03 0,05 +0.05 0,983 [CD4"/CD8'] (1-54) (14-53) 04548
0,01-0,12 0,0 -0,16 13,0+8,8 38,0 +30,7
( ) ( ) PCR 00 24) (13- 960) 0,041
Teste qui-quadrado (X2): p £ 0,05 * Diferenca significativa Natural Killer (/uL) 32+ 20 (10 - 70) 12089 (10 — 290) 0,0124
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DISCUSSAO

A sepse neonatal é um problema grave e de grande impor-
tancia para os neonatologistas intensivistas, acarretando
alta morbi-mortalidade nas criancas recém-nascidas. Em-
bora a literatura tenha relatos de estudos de vdrios para-
metros hematolégicos quanto a possivel associacao de al-
guns deles com o quadro séptico, até o presente momento
nenhum pardmetro estudado parece revelar um valor
prognoéstico confidvel da doenca. O presente trabalho ava-
liou maultiplos parametros hematolégicos, celulares e da
PCR, em recém-nascidos sépticos e criancas sadias, objeti-
vando constatar as possiveis diferencas naqueles parame-
tros que melhor se relacionem com a ocorréncia e evolugao
da doenca séptica neonatal.

Nas andlises da série vermelha dos neonatos sob investi-
gacao, os valores de hemadcias, hemoglobina e hematdcrito
estavam dentro das faixas de normalidade, tanto nos sépti-
cos quanto nos sadios; o que sugere que a anemia nao este-
ve presente, como um possivel fator agravante, nas criancgas
sépticas (Tabela 1). A avaliacao quantitativa das plaquetas
foi considerada importante em pacientes com sepse por So-
la, Vecchio, Rimsza*, sendo a trombocitopenia apontada co-
mo um achado hematoldgico precoce da doenca. Para esses
autores, o quadro de trombocitopenia de <100x103/uL é en-
contrado em 55% a 65% dos sépticos; porém a contagem de
<150x103/pL é vista em 80% dos neonatos. Lokeshwar et
al20, associaram a trombocitopenia no neonato séptico ao
aumento da trombopoetina (>1000 pg/ml), o que parecia di-
minuir a massa de megacariécitos na medula de alguns pa-
cientes. Porém no presente estudo, as contagens médias
das plaquetas das criancas sépticas e nao-sépticas se apre-
sentaram dentro da faixa de normalidade (Tabelas 1 e 3). O
quadro de plaquetopenia foi observado em apenas num
controle e em trés do grupo séptico, sendo dois deles evolu-
idos ao o6bito. Estes resultados parecem sugerir que a inci-
déncia e evolugao da sepse do RN nao dependem de alte-
racoes quantitativas das plaquetas sanguineas.

As contagens total e diferencial dos leucécitos, associadas
aos achados clinicos e dados laboratoriais, sao rotineira-
mente utilizados nos hospitais como dados importantes na
avaliacao do quadro séptico em criancas e adultos. Na con-
tagem leucocitéria total, os grupos casos e controles reve-
laram diferenca significante, com o valor médio maior no
grupo séptico (Tabela 1), Entre os sépticos, o quadro de
leucocitose foi mais intenso nos pacientes que foram ao
6bito (média de 20.980/pL), em comparacdao ao dos que
responderam ao tratamento (14.880/pL) (Tabela 3). Estes
resultados sdo compardveis aos de Godula et al9 em RNs
sépticos, o que poderd sugerir que o aumento muito signi-
ficativo dos leucdcitos totais se relaciona, possivemente,
com o pior prognostico nas criangas sépticas. Porém, estes
dados estao de desacordo com os de Tollner®, que conside-
rou a leucopenia um achado hematolégico relevante no di-
agnostico precoce dos RN gravemente doentes.

No grupo controle, os neutréfilos totais apresentaram va-
riacao concordante com os descritos por Manroe et al.’®, en-
quanto no grupo de sépticos essa variacao foi mais ampla
(Tabela 1). Entre os RN sépticos que foram ao 6bito, a mai-
oria apresentou neutrofilia (7 dos 11), em comparag¢ao com
apenas 2 dos 10 que responderam ao tratamento (Tabela 3).
Segundo Lewin30, recém nascidos sépticos com granuloci-
topenia tém o pior prognéstico, com o risco de mortalidade
em cerca de 90%, principalmente se o estoque de neutrofi-
los da medula 6ssea é depletado para <7% do total de célu-
las nucleadas. Segundo esse autor, o indice neutrofilico de
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>0,8 correlaciona com deplecao do estoque medular de
neutroéfilos e, consequentemente, com a gravidade da sep-
se. No presente trabalho, o quadro de granulocitopenia nao
foi constatado, tendo os recém-nascidos respondidos a in-
feccao bacteriana com leucocitose e neutrofilia, sem au-
mento das formas imaturas. E possivel especular que esta
boa resposta leucocitaria tenha contribuido ao sucesso do
tratamento de 10 dos 21 (47,5%) dos neonatos sépticos.

A contagem absoluta de linf6citos no sangue periférico é
mais elevada em neonatos e criancas, quando comparada
com o adulto **'. Os valores encontrados no grupo controle
estao de acordo com os dados desses autores. Os neonatos
com sepse apresentaram uma variagao mais ampla dos va-
lores dos linfécitos (Tabela 1), do que os relatados por Go-
dula-Stuglik et al.9; entretanto, os valores médios dos nos-
sos dados sao concordantes com os do autor. Diferentemen-
te dessas observacoes, Sofatzis et al.** relataram um quadro
significativo de linfocitopenia nos neonatos sépticos.

Nas andlises imunofenotipicas dos linfécitos T dos RN sép-
ticos e dos controles, encontrou-se valores superiores nos
sépticos, devido a elevacao da subpopulacao T CD4+ (Ta-
bela 2). Os pacientes sépticos que foram ao 6bito revela-
ram valores de linfécitos T superiores aos dos sépticos que
responderam ao tratamento (Tabela 3), o que pode sugerir
que esta célula nao desempenhou papel protetor signifi-
cante na sepse. Os valores dos linfécitos B dos RN controle
(Tabela 2) se encontram de acordo com aqueles relatados
na literatura®”. Entretanto, no presente estudo os valores
da célula B dos sépticos apresentaram-se mais elevados,
em relagao aos do grupo controle, do que relatados por es-
ses autores. Weinschenk, Farina e Bianchi*, observaram
elevacao da expressao de CD19 (célula B) nos RN doentes
e conclufram que esta alteracao, bem como a elevacao de
CD33 (células miel6ides) e de CD66 (neutrofilos), teriam
valor preditivo na sepse. A elevacao dos valores de T CD4+
e da célula B poderd sugerir o desencadeamento das res-
postas imunes adaptativas frente a um quadro grave de
sepse. Todavia, o reduzido nimero de pacientes que podi-
amos avaliar no presente estudo, bem como a elevacao
apenas moderada da célula B (CD19), ndao permitiram esti-
mar o valor preditivo desse parametro na sepse neonatal.
O valor médio da célula NK nos RN controle estava abaixo
dos valores normais relatados por outros autores **'. Nos
RNs sépticos, os valores de células NK mostraram-se mui-
to abaixo do valor médio observado no grupo controle, com
diferenca estatisticamente significativa entre as médias (
p=0,0041, Tabela 1), o que se encontra de acordo com o re-
latado por Godula-Stuglik et al9. Entretanto, o valor médio
de NK dos pacientes sépticos do presente estudo encontra-
se em patamar inferior ao valor relatado pelo este autor.

A reducao significativa das células NK nos RN sépticos, em
relacao aos controles, parece sugerir que a deficiente atu-
acao desta célula podia ter contribuido para a evolucao da
sepse neonatal. Porém, a andlise dos dados dos subgrupos
de sépticos com 6bito e sépticos que responderam ao trata-
mento parece contradizer tal interpretacao, haja vista que
os sépticos que foram ao 6bito revelaram um valor médio
significativamente maior de NK, do que o observado para
o subgrupo que respondeu ao tratamento (p=0,0124; Tabe-
la 3). Nao pudemos encontrar uma explicacdo plausivel pa-
ra a elevacao do NK nos sépticos que evoluiram para 6bi-
to. A pequena amostra de sépticos disponivel para estudo
quanto a resposta favordvel ou ndo ao tratamento, nao nos
permite considerar que a elevacao de NK no subgrupo que
evoluiu para 6bito tenha revelado uma tendéncia muito
confidvel, tampouco podemos atribuir a célula NK o papel
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de ter contribuido ao agravamento do quadro séptico.
Elevacao significativa nos valores de PCR foi evidenciada
nos pacientes sépticos do presente estudo, o que concorda
com a observacao de Chiesa et al*. Por ser a PCR da cor-
rente sangiliinea um conhecido indicador do processo infla-
matério sistémico em progressdo, a maior elevacao deste
parametro nos pacientes sépticos que foram ao 6bito, em
comparacao daqueles que responderam ao tratamento, pa-
rece apenas comprovar o agravamento do processo infec-
cioso no primeiro subgrupo (Tabela 3).

Com excecao das elevacoes significantes nos leucoécitos to-
tais e nos valores séricos da PCR, nenhum dos demais pa-
rametros celulares hematolégicos estudados parecem so-
frer alteragoes significativas consistentes durante a sepse
neonatal, a ponto de podermos atribuir a eles algum valor
etiopatogénico na ocorréncia desta grave doenca do re-
cém-nascido. Diante desta constatacao, é possivel especu-
lar que possiveis alteracoes funcionais quali-quantitativas
nos linfécitos T e B, em particular nas subpopulag¢oes do
TCD4+ geradoras de citocinas que modulam defesas dis-
tintas, revelem alguma relacao mais direta na incidéncia
da sepse em recém-nascidos. Tais avaliacoes nao foram
objeto do presente estudo.

AGRADECIMENTOS

Agradecimentos especiais a Profa. Maria Salani Mota do
Departamento de Matemética e Estatistica da Universida-
de Federal do Ceara pela valiosa ajuda nas andlises esta-
tisticas de dados e a Carlos Eduardo Alves Batista pela as-
sisténcia na coleta de dados.

REFERENCIAS

-

. Klein, J. O.; Marcy, S. M. Bacterial sepsis and meningitis. In: Infectious dise-
ases of the fetus and newborn infant. 6th. ed. Remington, J. S.; Klein, J. O.
(Eds.). Philadelphia: W.B. Saunders, 1995. v.1: 835-890.

. Parravicini, E.; Van de Ven, C.; Anderson, L.; Cairo, M..S.; Myeloide hemato-
poietic growth factors and their role in prevention and/or treatment of neona-
tal sepsis. Transf. Med. Rev. 16:11-24. 2002.

3. Mohan, P,; Brocklehurst, P. Granulocyte transfusions for neonates with con-
firmed or suspected sepsis and neutropaenia. Cochrane Database Syst Rev.
4:CD 003956. 2003

4. Carneiro-Sampaio, M. M. S.; grumach, A. S. Peculiaridades da resposta imu-
ne do recém-nascido. In: Infecgcdes congénitas e perinatais. Diniz, E. M. A;
Vaz, F. A. C. (Ed.). Sao Paulo: Atheneu, 1991:1-14.

5. Levi, O.; Martin, S.; Eichenwald, E.; Ganz, T.; Valore, E.; Carroll, S. F; Lee, K.;
Goldmann, D.; Thorne, G. M., Impaired innate immunity in the newborn: new-
born: neutrophils are deficient in bactericidal/permeability-increasing protein.
Pediatrics. 104:1327-1333. 1999.

6. Erdman, S. H.; Christensen, R. D.; Bradler, P. P.;; Rothstein, G. Supply and re-
lease of storage neutrophil. Biol. Neonate. 41:132-137, 1982.

7. Cairo, M. S. Neonatal neutrophil host defense. Am. J. Dis. Child. 143:40-
46. 1989.

8. John, B. I. Linfocitos T e células Natural Killer. In: Imunologia médica. STITES,
D. P; TERR, A. |.; PARSLOW, T. G. (Ed.). 9a ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 2000:101-112.

9. Godula-Stuglik, U.; Mazur, B.; Mikusz, G.; Torbus, T.; Tomanek, L.
Lymphocyte subpopulatuions full-term septic neonates. Pediatr. Int. 41:500-
505. 1999.

10. Uthaisangsook, S.; Day, N. K.; Bahna, S. L.; Good, R. A.; Haraguchi, S. In-
nate immunity and its role against infections. Ann. Allergy Asthma Immu-
nol.88:253-264. 2002.

11. Lewis, D. B.; Wilson, C. B. Developmental immunology and role of host de-
fenses in neonatal susceptibility to infection. In: Infectious diseases of fetus
and newborn infant. 4th Ed. Remington, J. S.; Klein, J. O. (Eds). Philadelphia:
W.B. Saunders. 1995:20-98.

12. Yoder, M. C.; Polin, R. A. In: Neonatal Perinatal Medicine: diseases of the fe-

tus and infants. Fanaroff, A, A; Martin, R. J. (Eds). 6th Ed. St. Louis, Mosby

N

RBAC, vol. 38(4): 281-285, 2006

Year Book, 1997:685-811.

13. Bonadio, W. A.; Hennes, H.; Smith, D. Reability of observation variables in
distinguishing infectious outcome of febrile young infants. Pediatr. Inf. Dis.
J.12:11-19. 1993.

14. Escobar, J. E. Effect of the systemic inflammatory response on biochemical
markers of neonatal bacterial infection: a fresh look at old confounders (Edi-
torials). Clin. Chem. 49:21-22.2003.

15. Fanaroff, A. A.; Martin, R. J. In: Neonatal perinatal medicine: diseases of the
fetus and infants. 6th ed. St. Louis: Mosby Year Book, 1997. v. 1:722-725.
16. Klein, J. O.; Marcy, S. M. Bacterial sepsis and meningitis. In: Infectious di-
seases of the fetus and newborn infant. 3rd ed. Remington J. S.; Klein, J. O.

(Eds.). Philadelphia: WB Saunders, 1990: 602-622.

17. Hammerberg, O.; Bialkowska-hobranska, H.; Gregson, D.; Potters, H.; Gou-
paul, D.; Reid, D., Comparison of blood cultures with corresponding veni-
puncture site cultures of specimens from hospitalized premature neonates. J.
Pediatr.120:120-124. 1992.

18. Manroe, B. L.; Weinberg, A. G.; Rosenfeld, C. R.; Browne, R. The neonatal
blood count in health and disease: 1. Reference values for neutrophilic cells.
J. Pediatr.95:89-98. 1979.

19. Ghosh, S.; Mittal, M.; Jaganathan, G., Early diagnosis of neonatal sepsis
using a hematological scoring system. Ind. J. Med. Sci.55:495-500. 2001.
20. Lokeshwar, M. R.; Bavdekar, M.; Kulkarni, S.; Shah, N. Neonatal throm-
bocytopenia — a challenge. Disponivel em: http://www.pediatricon-
call.com/fordoctor/pediatricanalysis/pediatricanalysis.asp. Acesso em:

29.04.2001.

21. Vincent, J. L.; Yagushi, A.; Pradier, O. Platelet function in sepsis. Crit. Care
Med.30:S313-S317. 2002.

22. Clyne, B., Olshaker, J.S., The C-reactive protein. J. Emerg. Med.17:1019-25.
1999.

283. Caksen, H.; Kurtoglu, S.; Hallac, I. K.; Ustunbas, H. B.; Uzum, K; Kilic, H.
The relationship between scoring systems and cytokine levels in neonatal
sepsis. Ann. Acad. Med (Singapore). 32:418-20. 2003.

24. Chiesa, C.; Pellagrini, G.; Panero, A; Osborn, J. F; Signore, F.; Assumma,
M.; Pacifico, L. C-reactive protein, interleukin-6, and procalcitonin in the im-
mediate postnatal period: influence of illness severity, risk status, antenatal
and prenatal complications, and infection. Clin. Chem. 49:60-68. 2003.

25. Hengst, J. M. The role of C-reactive protein in the evaluation and manage-
ment of infants with suspected sepsis. Adv. Neonatal Care.3:3-13. 2003.
26. Tollner, U. Early diagnosis of septicemia in the newborn. Clinical studies and

sepsis score. Eur. J. Pediatr. 138:331-337. 1982.

27. Kuster, H.; Weiss, M.; Willeitner, A. E.; Detlefsen, S.; Jeremias, |.; Zbojan, J.;
Geiger, R.; Lipowsky, G.; Simbruner, G. Interleukin-1 receptor antagonist and
interleukin-6 for early diagnosis of neonatal sepsis 2 days before clinical ma-
nifestation. Lancet.352:1271-1277. 1998

28. Martius, J. A. Risk factors associated with early-onset sepsis in premature
infants. Eur. J. Obstetr. Gynecol. Reprod. Biol.85:151-158. 1999.

29. Sola, M. C.; Del Vecchio, A.; Rimsza, L. Evaluation and treatment of throm-
bocytopenia in the neonatal intensive care unit. Clin. Perinatol.27:655-679.
2000.

30. Lewin, E.B. Pediatric infectious diseases. In: The Merck Manual. 17th ed.,
Rahway, N. J. Ed. Merck & Co. Inc. 1997.

31. Vries, E.; Bruin-Versteeg, B.; Comans-Bitter. Longitudinal survey of
lymphocyte subpopulations in the first year of life. Pediatr. Res.47:528-537.
2000.

32. Sofatzis, P; Mexi, B. P; Liossis, G.; Driva, l.; Alexia,S.; Costales, C.
Lymphocytes subpopulations in neonatal sepsis. Perinatal Neonatal
Med.1(s1):215. 1996.

33. Erkeller-Yuksel, F. M.; Deneys, V.; Yuksel, B. Age-related changes in human
blood lymphocyte subpopulations. J. Pediatr.120:216-222. 1992.

34. Weinschenk, N. P; Farina, A.; Bianchi, D. W. Premature infants respond to
early-onset and late-onset sepsis with leukocyte activation. J. Pedi-
atr.137:345-350. 2000.

ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:

Dra. Alaide da Silva Pitombeira

Rua Min Joaquim Bastos, 231/apto. 502 (FATIMA)
CEP: 60415-040. FORTALEZA - CEARA

TEL: (85) 3257 5054 FAX: 3288 8316

E-MAIL: alaide.pitombeira@saude.gov.br

285



Avallagao de concentrados plaquetarios produzidos
pelo servico de Hemoterapia do Hospital Santo Angelo:
implantacao de um sistema de controle de qualidade

Evaluation of the platelet concentrates produced for the Hemotherapy Service of Santo Angelo
Hospital: Implantation of a system of quality control

Giliane Dorneles Guerin' & Lisiane Piltz Burtet’

/RESUMO - A utilizacdo de hemocomponentes constitui-se atualmente numa modalidade terapéutica de fundamental importancia
no exercicio da medicina transfusional. Dentre os diversos hemocomponentes que podem ser utilizados, o concentrado de plaquetas
(CP) é de grande utilizacao em situagoes de distirbios hemorragicos, e devem ser coletados, processados e transfundidos sob a mais
elevada qualidade, proporcionando seguranca transfusional. Sobre estas condi¢oes, o objetivo deste trabalho foi implantar um siste-
ma de controle de qualidade nos concentrados plaquetérios produzidos pelo Servico de Hemoterapia do Hospital Santo Angelo e ava-
liar os resultados obtidos. Foram incluidas na pesquisa 24 unidades de concentrados plaquetarios Standard. Procedeu-se a andlise
quantitativa, qualitativa, pH e estudo bacteriolégico das mesmas. Constatou-se a auséncia de: crescimento bacteriano, fragmentacao
plaquetdria, agregacao plaquetaria e pH acido. Com relacao ao nimero de plaquetas, este se manteve satisfatério até o quinto dia. Os
resultados obtidos demonstraram a conformidade das unidades fracionadas pelo Servico de Hemoterapia com a legislacao vigente.
Para obter um controle de qualidade mais rigido, recomendamos a execucao da avaliacao da presenca de fragmentacao plaquetéria,
agregacao plaquetdria e integridade funcional.

PALAVRAS-CHAVE - Concentrados Plaquetarios — Controle de Qualidade — seguranca transfusional

/
/SUMMARY - The use of hemocomponents is nowadays a crucially important therapeutic modality in the exercise of transfusional me-\
dicine. Among the various hemocomponents employed, the platelet concentrate (PC) is indicated in cases of hemorrhagic disturban-
ces and must be collected, processed and managed under the highest level of care, providing transfusional security. Under these con-
ditions, the objective of this work was to implement a quality control system in the platelet concentrates produced by the Hemothe-
rapy Service of Santo Angelo Hospital as well as to evaluate the obtained results. The methods consisted of quantitative, qualitative
analysis, pH and bacteriological study of the 24 units of Standard platelet concentrates. It was concluded absence of: bacterial growth,
platelet aggregation, acid pH and platelet fragmentation. In relation to the number of platelet, the study showed that it was kept at a
satisfactory level up to the fifth day. The evaluation of the platelet functional integrity is more representative in the fifth day. The re-
sults have also demonstrated the conformity of the units of platelet concentrates produced by the Hemotherapy Service with the cur-
rent law. In order to get a more rigid control of the process, we recommend the execution of the evaluation of the presence of frag-
mentation platelet, aggregation platelet and functional integrity.

KEYWORDS - Platelet concentrates, quality control, transfusional security. Y,

INTRODUGAO TABELA |

Numero de plaquetas e caracteristicas dos pacientes
trombocitopénicos que podem beneficiar-se da adminis-
tracao profilatica de plaquetas.

s plaquetas sdo pequenas células discéides anuclea-
das, originadas da fragmentacao do citoplasma dos
megacariocitos medulares, sendo constituintes normais do
sangue periférico”. Sua principal funcdo, quando ativadas,

. o P . Quadro com caracteristicas para administragéo profilatica
€ promover uma superficie hemostatica nos vasos sangui-

neos, no qual ocorrera a formacao da rede de fibrina, con- Plaguetas (m m’) Caracteristicas dos pacientes
tribuindo para o processo de coagulacdo. Deficiéncias no £10.000 Estaveis, sem sangramento
. p P - S .g cao. £ 20.000 Instaveis ou sem observacéo constante
numero e/ou na fungédo plaquetaria podem causar anorma- 20.000 — 50.000 Com indicag&o de procedimento cirdrgico
lidade nas vias da coagulacao, tornando necessdria a repo- caso apresente trombocitopenia dilucional e
sicdo de plaquetas®. Esta reposicdo acontece através da contagem de plaguetas £ 50.000
~ , . £100.000 Com indicacéo de cirurgia cardiaca ou
transfusao de concentrado de plaquetas, o qual é obtido neurolégica
através de dupla centrifugacao de uma unidade de sangue 50.000 Recém nascidos prematuros estaveis
. ez s 100.000 Recém nascidos prematuros com patologias
(3)
total coletada de veia periférica de um doador®. diversas (risco associado)

As indicagoes clinicas para a transfusao de plaquetas sao
para prevenir ou controlar distirbios hemorrdgicos em pa-
cientes com baixas contagens de plaquetas (trombocitope-
nias), ou, menos frequentemente, em pacientes com dis-
funcoes plaquetarias qualitativas (trombocitopatias)™®.

A transfusao plaquetdria pode ser classificada em profilati-
ca ou terapéutica conforme a situacao clinica e laboratori-
al de cada paciente®.

Quanto as transfusbes terapéuticas, estas sao indicadas no
controle de sangramento associado a trombocitopenia (ge-
ralmente com contagem plaquetdria menor que
20.000/mm?), nas alteragoes da funcao plaquetaria em pa-
cientes com sangramento (trombocitopatia) a indicacao in-
depende da contagem plaquetdria, na purpura trombocito-
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pénica imune (PTI) quando ha sangramentos intensos ou
hemorragias intracranianas, e na coagulacao intravascular
disseminada (CIVD) a transfusao de plaquetas pode ser
necessdria em pacientes com sangramento ativo, com a ne-
cessidade de monitoramento®.

As contra-indicagdes da transfusdo plaquetdria sdo nos ca-
sos de purpura trombocitopénica trombética (PTT), na Sin-
drome hemolitico-urémica (SHU) e nas plaquetopenias in-
duzidas por heparina, pois nestes casos as plaquetas infun-
didas podem piorar as complicacoes tromboéticas associa-
das a estes eventos®.

O sangue e seus componentes devem ser coletados, proces-
sados e transfundidos sob a mais elevada qualidade. Sendo
assim, o Ministério da Satde, no ambito da Agéncia Nacio-
nal de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), tem desenvolvido es-
tratégias para a avaliacdo da qualidade dos Servicos Hemo-
terdpicos e do cumprimento da legislacao pertinente, con-
forme a Resolucao da Diretoria Colegiada RDC n° 343, de 13
de dezembro de 2002. Tal resolucao atribui que os Servicos
de Hemoterapia devem ter protocolos escritos, definindo o
tipo de controle a ser feito em cada hemocomponente e os
pardmetros minimos esperados para cada item controlado.
Sendo assim, o concentrado plaquetério obtido a partir de
sangue total deverd conter no minimo 5,5 x 10" plaquetas
por bolsa. As plaquetas deverao estar suspensas em volu-
me suficiente de plasma (50 a 70 ml), de tal maneira que o
pH se mantenha na faixa de 6,5 a 7,49.

Para a garantia da eficacia clinica, também se faz necessa-
rio que os concentrados plaquetdrios sejam conservados
entre 20-24°C. Estes deverao ser obtidos em sistema fecha-
do e mantidos sob agitacao continua, em agitador préprio
para este fim. A validade varia entre 3 a 5 dias, dependen-
do do tipo de bolsa pléstica utilizada e de acordo com as es-
pecificacoes do fabricante. Como perdem sua viabilidade
muito rapidamente durante o periodo de armazenamento,
hé necessidade de uma renovacao constante do estoque®.
Na avaliacdao da qualidade dos concentrados plaquetadrios,
tem sido aconselhada a determinacdo ndo s6 do contetdo
celular como da integridade funcional. A alteracao da forma
por conversao disco ==> esfera tem sido associada por al-
guns autores ao valor da diferenca do volume plaquetdrio
médio (dVPM), uma vez que apenas as plaquetas discéides
respondem ao EDTA com tumefacao, levando ao aumento
do VPM®. A dVPM tem sido usada na avaliacao quantitati-
va da lesdao de armazenamento, revelando-se um teste sen-
sivel e reprodutivel e tem a vantagem de ser facilmente pa-
dronizada e requerer um pequeno volume de amostra. Se-
gundo alguns resultados publicados, existe uma boa corre-
lacao entre o dVPM e outros testes da funcao plaquetaria™.
E possivel a verificacdo da presenca de agregacao das pla-
quetas nas unidades de concentrados plaquetdrios através
de um protocolo que consiste na determinacao da dife-
renca no numero de plaquetas (dPLT), sendo a
dPLT=PLT(EDTA) - PLTi, onde PLT(EDTA) é o ntimero de
plaquetas no tubo com EDTA e PLTi o ntimero de plaque-
tas inicial no tubo sem EDTA®.

A atividade metabdlica das plaquetas continua durante o
armazenamento, e mesmo sob condi¢coes que garantam a
viabilidade necesséaria para que a atividade hemostética se
mantenha 6tima, como temperatura adequada, agitacao
constante, trocas gasosas e volume da suspensao plaqueta-
ria na unidade, hd sempre plaquetas que entram em
exaustao metabdlica, devido a falta de oxigénio imprescin-
divel a fosforilacao oxidativa. Quando hda um excesso de
plaquetas, o oxigénio é rapidamente consumido e a via
metabodlica passa a ser a via anaerébia, com producéao de
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lactato e CO2, o que conduz a producao de acido carboni-
co e, conseqlientemente, a diminuicdo do pH do meio™.
Os concentrados plaquetdrios obtidos do plasma rico em
plaquetas sao altamente heterogéneos quanto ao contetdo
celular, devido as diferencas fisiolégicas entre os doadores
de sangue em relagdo ao numero de plaquetas e ao hema-
técrito, e quanto a estabilidade no armazenamento®.

Em meio acido, a plaqueta perde a forma discéide e sofre
fen6menos de desgranulacao, perdendo a integridade fun-
cional. H4 um aumento na permeabilidade da membrana
plaquetdria, originando um desequilibrio osmético, que le-
va a um aumento do volume plaquetdrio médio (VPM) e a
plaqueta passa a ter forma esférica".

Por outro lado, também é descrito que, em meio acido, as
plaquetas sofrem fragmentacao celular, o que pode origi-
nar contagens plaquetdrias falsamente elevadas. As pla-
quetas fragmentadas aparecem menores, desgranuladas,
tendo geralmente um VPM inferior a 5,5 fl, o que contraria
o aumento de VPM devido a passagem da forma discéide
a forma esférica®.

Outra causa de aumento da atividade metaboélica num con-
centrado plaquetdrio em armazenamento é a contami-
nacao da unidade por microrganismos®. Varios autores ci-
tam a preocupacao especial com este interferente devido a
estocagem deste a temperatura ambiente.

A ocorréncia de bacteremia associada as transfusdes san-
guineas passou a assumir um papel de destaque na medi-
cina transfusional, devido ao aumento de sua freqiiéncia®.
A bacteremia assintomadtica no momento da doacgao, in-
fecgoes no periodo de incubacédo ou de convalescenca, que
ndao sao referidas pelo candidato durante a triagem clinica,
podem ser a principal causa de uma possivel contaminacao
bacteriana da unidade de sangue coletada”?. Embora esta
contaminacao nem sempre tenha traducao clinica eviden-
te sob a forma de reacao transfusional, os receptores po-
dem manifestar na maior parte dos casos, febre, tremores,
taquicardia, alteracoes da pressao arterial, nauseas e vomi-
tos, taquipnéia e dor lombar, podendo levar rapidamente
ao choque. Estudos efetuados tém demonstrado uma inci-
déncia de culturas positivas, na auséncia de bacteremia,
entre 2 a 6%".

Conforme as especificagoes da RDC 343(2002), cada item ve-
rificado pelo controle de qualidade deve apresentar um per-
centual de conformidade superior a 75%, a excecao da esteri-
lidade, que devera apresentar conformidade superior a 95%.
Sobre estas condigoes, o objetivo deste trabalho foi implan-
tar um sistema de controle de qualidade nos concentrados
plaquetéarios produzidos pelo Servico de Hemoterapia do
Hospital Santo Angelo, RS, e avaliar os resultados obtidos.

MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um estudo epidemiolégico, transversal, pros-
pectivo e observacional. As amostras foram obtidas através
das unidades de plaquetas produzidas no periodo de janei-
ro até abril de 2005. Na andlise de registros do Servico de
Hemoterapia do Hospital Santo Angelo se constatou que a
partir do dia 03.01.05 até 29.04.05 houve coleta de 222 uni-
dades plaquetarias.

Do total das amostras, foram incluidas na pesquisa 24 uni-
dades de concentrados plaquetarios Standard (que corres-
pondem 10,9% do total produzido neste periodo) segundo
o critério estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria, que preconiza que sejam incluidos no controle
de qualidade, no minimo 10 unidades do total coletado pe-
lo servico hemoterdpico ou 1% deste total, o que for maior.
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Tais concentrados plaquetdrios foram provenientes de co-
letas efetuadas em doadores benévolos de sangue, obtidos
a partir da centrifugacao do sangue total e analisados no
primeiro e no quinto dia a partir da coleta, que consiste no
prazo maximo de validade destes. As amostras foram sele-
cionadas aleatoriamente.

Abaixo, segue explanado o fluxograma operacional da ro-
tina de funcionamento do Servico de Hemoterapia do Hos-
pital Santo Angelo, com énfase no periodo que compreen-
de desde a triagem clinica até a estocagem dos hemocom-
ponentes produzidos, sendo que neste momento efetuou-
se o controle de qualidade nos concentrados plaquetdrios.
Cabe ressaltar que as bolsas utilizadas para controle de
qualidade foram violadas apds seu uso, e por este motivo
nao utilizadas para transfusao.

Com base nos critérios de inclusao, se considerou aceita-
veis somente aquelas amostras de concentrados plaqueta-
rios preparados a partir de sangue total do doador aprova-
do na triagem clinica e laboratorial, estando desta forma,
de acordo com as especificacoes exigidas pela legislagao
vigente, no que concerne aos critérios transfusionais. Nao
foram incluidos no estudo, unidades com agregados pla-
quetdrios grosseiramente visiveis.

Os concentrados plaquetdrios foram coletados em bolsas
da marca Fresenius Hemocare® contendo o anticoagulan-
te CPDA (citrato — fosfato — dextrose — adenina). Ap6s a ob-
tencao do concentrado plaquetdrio, estes foram armazena-
dos em agitador vertical, sob homogeneizacao constante,
na sala de preparacao de hemocomponentes, com tempe-
ratura local monitorada e registrada a cada 4 horas por um
técnico responsavel.

As varidveis analisadas foram: cor da unidade, presenca de
grumos, lipemia, presenca de fibrina, volume do concentra-
do, andlise quantitativa e qualitativa das plaquetas no pri-
meiro e quinto dia ap6s a coleta, pH e estudo bacterioldgico.
Para a anélise da cor do concentrado plaquetdrio, presenca
de grumos visiveis, lipemia e presenca de fibrina foi reali-
zada a analise macroscépica da unidade, e o volume total
destas foi obtido através da pesagem em balanca analitica.

Cabe ressaltar que todas as bolsas de concentrados pla-
quetdrios devem passar por inspecao visual em todos os
momentos, desde a preparacao até o armazenamento e an-
tes de serem liberadas para transfusao. A visualizacao de
qualquer alteracao nos aspectos mencionados na tabela 2
indica que a bolsa de hemocomponentes deve ser descar-
tada e o processo de obtencao e armazenamento avaliado
com o objetivo de identificar as possiveis causas e propor
medidas corretivas.

Quanto a andlise quantitativa e qualitativa das plaquetas,
pH e estudo bacteriolégico, as amostras foram obtidas atra-
vés da puncao da bolsa plastica onde se efetuou a assepsia
local desta unidade com alcool 70% e algodao, e com agu-
lha e seringa estéril foram retirados 3ml do concentrado
plaquetdrio devidamente homogeneizado. Em um tubo de
polipropileno intitulado com o ntmero 1, se adicionou 1
gota de anticoagulante EDTA ( Labtest Diagnéstica?) e a
este, 0,6ml da suspensao plaquetaria. Em outro tubo de po-
lipropileno seco, intitulado com o nimero 2, se adicionou 2
ml da mesma suspensao plaquetdria, e em seguida, com o
auxilio de um papel indicador PII 0-14 Merck? determinou-
se o pH da amostra.
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TABELA 11
Andlise macroscoépica dos concentrados plaquetarios e
seus valores de referéncia

ANALISE MACROSCOPICA

Amarelo claro
Ausentes / Raros
Ausente
Ausente

Cor da unidade

Presenca de grumos
Presenca de fibrina
Presenca de lipemia

Ambos os tubos foram colocados em homogeneizador por
uma hora. Ap6s o cumprimento do tempo de homogenei-
zacao, se procedeu a leitura dos tubos 1 e 2 no contador
automatico Sysmex KX-21N.

O volume restante na seringa foi encaminhado ao setor de
Bacteriologia, onde se realizou a semeadura por esgota-
mento da suspensao plaquetdria em dgar sangue de car-
neiro a 5%, com posterior incubacao da cultura por 24 ho-
ras a 35°C.

| PungiodaBolsa | [ 3mide
Plistica apés assepsia
kecal

| plaqu]ewia

b=

= hu'blo| I : [ :
\' 1 gttde EDTA
? .

0 ml de susp.plaa) |

Setor de Bacteriologia

wbo 2
{2 mida susp. plag.}

Semeadura por
pH esgotamento em dgar
sangue de carneiro a 5%

l

" Incubou-se a cultura por
Homogeneizador por 1 h 28ha3sc

]

Contador Automatice de Hematologia

Figura 2: Esquematizacao da técnica executada para avaliacao
qualitativa, quantitativa, bacteriolégica e do pH dos concentra-
dos plaquetarios

Foi elaborado um mapa de registro dos resultados para ca-
da unidade. Para a andlise quantitativa das plaquetas efe-
tuou-se a aplicacao de testes ndo paramétricos de amostras
pareadas com nivel de significancia de 5% (teste t de Stu-
dent) no nimero de plaquetas do primeiro e quinto dia
(com EDTA). Para as analises qualitativas, executou-se a
aplicacao do teste t de Student nas relacoes (abaixo desig-
nadas) para verificar a integridade funcional e a presenca
de agregacao plaquetéria. Testes paramétricos tradicionais
foram aplicados quando houve necessidade de avaliar o
comportamento de algumas varidveis como pH, contami-
nacao bacteriana e presenca de fragmentacao plaquetdria.

TABELA Il
Avaliacao qualitativa dos concentrados plaquetarios
através da relacao de variaveis que caracterizam a
integridade funcional, presenca de agregacao e
fragmentacao plaquetaria.

ANALISE QUALITATIVA

Integridade funcional
Presenca de agregacdo plaguetaria
Presenca de fragmentagéo

dVPM = VPM (EDTA) -VPM (sem EDTA)
dPLT = PLT (EDTA) —PLT (sem EDTA)
VPM < 5,5 = Sugestivo de fragmentacao
plaguetaria.
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RESULTADOS

Das 24 unidades de plaquetas analisadas para o controle
de qualidade, todas amostras (100%) submetidas ao estudo
bacteriolégico apresentaram resultado negativo. Estas
amostras foram analisadas no primeiro dia de coleta.

Com base na afericao do pH dos concentrados plaquetari-
os no primeiro dia e no quinto dia, constatou-se que ne-
nhuma unidade obteve um pH éacido, sendo que a média
dos valores no primeiro dia foi de 7.8 e no quinto dia foi de
8.0, resultados estes conforme a RDC 343/02 que preconi-
za que o pH se encontre, no minimo, 6,5 no ultimo dia de
validade do produto (tabela 4).

TABELA IV
Média do pH no primeiro e quinto dia apés a
coleta do CP.
pH 1° dia 5° dia
Média 7.8 8.0

Com relacdo ao numero de plaquetas, verificou-se que no
primeiro dia (com EDTA) a média obtida correspondeu a 28
x 1010 plaquetas por bolsa, com um desvio padrao de +
1,479X1010. No quinto dia, a média obtida foi de 20 x 1010,
com um desvio padrao de + 1,408 X 1010.

Ao relacionar os valores de primeiro e quinto dia de cole-
ta, com uso de EDTA, constatou-se através da aplicagao do
Teste t, nao haver diferenca significativa entre as médias,
o que significa que o nimero de plaquetas se mantém sa-
tisfatério até o quinto dia (Tabela 5).

TABELA V
Teste t para comparacao dos valores do contetdo
plaquetario no primeiro e no quinto dia.

Teste t: duas amostras presumindo variancias equivalentes com EDTA

Statt 2,010714964
tcritico bi-caudal 2,012893674

Para o estudo do estado de fragmentacdo plaquetdria se
determinou o VPM, no tubo sem EDTA, no primeiro e no
quinto dia, observando-se que no primeiro dia nenhuma
unidade de concentrado plaquetario apresentou VPM infe-
rior a 5,5 fentolitros (fl), tendo-se obtido uma média dos va-
lores correspondente a 7,0 fl e desvio padrao de + 0,60 fl.
Da mesma forma, no quinto dia, nenhuma unidade anali-
sada apresentou um VPM inferior a 5,5 fl, tendo-se obtido
uma média dos valores correspondente a 7,7fl e desvio
padréao de + 0,64 fl. Estes resultados demonstram a ausén-
cia de fragmentacao nas plaquetas estudadas e sao de-
monstrados na tabela 6.

TABELA VI
Média e desvio padrao do VPM no 1° e 5° dia
apos a coleta

VPM do Concentrado plaguetério sem EDTA (em fl)
1° dia 7+0,60
5° dia 7,7+ 0,64

Quando observamos o estado de agregacao plaquetdria, de
acordo com os valores obtidos na aplicacao do Teste t, in-
fere-se que nao hé diferenca estatisticamente significativa
entre as amostras, ao compararmos a diferenca da primei-
ra leitura (com EDTA) e a segunda leitura (sem EDTA) no
primeiro e no quinto dia (tabela 7).
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TABELA VII
Teste t de comparacao da diferenca do numero de
plaquetas (dPLT) para as duas variaveis estudadas,
que foram: o primeiro dia e quinto dia de coleta.

Teste t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

1°dia 5° dia
Stat t 0,760545548 -0,056361164
tcritico bi-caudal 2,012893674 2,012893674

No estudo da verificacao da integridade funcional, a apli-
cacao do Teste t no primeiro dia revelou que nao ha dife-
renca estatisticamente significativa ao efetuar-se a compa-
racao do VPM no tubo seco e no tubo com EDTA (tabela 8).
A média obtida para o tubo com EDTA foi de 6,8458 {], ten-
do um desvio padrédo de + 0,6639 fl, enquanto que a média
obtida para o tubo seco, foi de 6,9916, com um desvio
padrao de + 0,6021fl.

Apenas 16,6% das plaquetas responderam ao EDTA intu-
mescendo e aumentando o seu VPM.

TABELA VIII
Teste t para comparacao do VPM no primeiro dia de
coleta para as amostras com e sem EDTA.

Teste t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

Stat t -0,79708
t critico bi-caudal 2,012894

TABELA VIII
Teste t para comparacao do VPM plaquetario no quinto
dia para as amostras com e sem EDTA.

Teste t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

Stat t 0,615331
tcritico bi-caudal 2,012894

A aplicacédo do Teste t no quinto dia revelou que nao héa di-
ferenca estatisticamente significativa ao efetuar-se a com-
paracao do VPM no tubo seco e no tubo com EDTA (tabe-
la 9). A média obtida para o tubo com EDTA foi de 7,8416,
tendo um desvio padrao de + 0,6645, enquanto que a mé-
dia obtida para o tubo seco foi de 7,7250, com um desvio
padréao de + 0,6489. Apesar de no quinto dia também nao
haver diferenca estatistica entre as amostras, houve um au-
mento significativo da resposta plaquetéria frente ao ED-
TA, pois no quinto dia 70,8% das plaquetas intumesceram
na presenca deste desagregante plaquetdrio, gerando um
aumento do VPM. Esse dado vem demonstrar que a ava-
liacdo da integridade funcional é mais representativa no
quinto dia ap6s coleta, apesar de ainda nao estar de acor-
do com as especificagoes da RDC.

Ao se comparar a maior resposta das plaquetas ao EDTA no
quinto dia em relacao ao primeiro dia, tal fato pode estar re-
lacionado com a presenca de pequenos grumos visiveis no
primeiro dia da coleta, que possivelmente desencadearam
um falso aumento do VPM no tubo seco, e que com o decor-
rer dos dias foram se dissolvendo pelo continuo processo de
homogeneizacao a que sao submetidos as unidades plaque-
tarias, desde a sua coleta até a data de expiracao.

A média do volume das unidades de concentrados de pla-
quetas foi de 65,37 ml com desvio padrao de =+ 2,67 ml,
avaliado no primeiro dia ap6s a coleta.
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DISCUSSAO

O modelo adotado neste estudo buscou analisar os compo-
nentes plaquetdrios produzidos pelo servico de Hemotera-
pia de Santo Angelo, e contribuir para a instalacao do pro-
grama de controle de qualidade interno no servigo.

Assim, analisando os resultados nao foi evidenciada nos
concentrados plaquetarios avaliados quanto a esterilidade,
a presenca de agentes infecciosos. Conforme relata Nasci-
mento, 2002, os concentrados plaquetdrios sdo os compo-
nentes com maior percentagem de contaminacao e com
maior probabilidade de provocar reacgoes transfusionais
pelo fato de serem conservados a temperatura ambiente,
por periodos de tempo até 5 dias. Apesar disto, nossos re-
sultados nos permitem afirmar que este nao é um fator de
risco para a alteracao da qualidade nos componentes ana-
lisados pelo servico.

De acordo com Pisciotto et al., a funcao plaquetdria esta pre-
judicada em niveis de pH entre 6,0-6,5. A afericao do pH dos
concentrados plaquetdrios no primeiro e no quinto dia apre-
sentaram resultados satisfatérios, sendo que todas (100%) as
amostras obtiveram valor de pH superior a 7,4, nao demons-
trando comprometimento das unidades estudadas e estando
conforme ao estudo de Pisciotto et al. e as normas estabele-
cidas pela RDC 343/02, que refere que o pH seja, no minimo
de 6,5 no ultimo dia de validade do produto.

Nosso estudo determinou o pH das unidades através do
método por fita Merck®. Buchignani et al.,, mencionam
que o emprego de tal fita e a respectiva marca citada, em-
pregadas para a determinacao rdpida do pH, é um instru-
mento fidedigno, podendo ser utilizado na pratica para es-
te fim, antes da liberacao da unidade de concentrados pla-
quetdrios ao paciente.

Quando verificamos a integridade funcional das plaquetas,
esta nos mostrou que a avaliacdo no quinto dia é mais re-
presentativa, pois as plaquetas respondem melhor ao ED-
TA mudando sua forma de discéide para esférica e demos-
trando que sao funcionalmente competentes. Conforme Pi-
res et al., pelo valor da diferenca do Volume Plaquetério
Meédio (dVPM) pode-se ter uma resposta confiavel quanto
a integridade funcional das plaquetas.

Quanto a verificacdo da presenca de agregados plaqueta-
rios, constatou-se a auséncia destes nas amostras avaliadas
no primeiro e no quinto dia. Quando comparamos com 0s
resultados de Abreu e Moreira, 2003, que em estudo seme-
lhante verificaram uma diferenca estatisticamente signifi-
cativa no quinto dia apés a coleta, traduzindo a existéncia
de microagregacao plaquetdria, nossos resultados foram
mais satisfatoérios.

O volume da unidade plaquetaria preconizado pela RDC
354/02, varia entre 50 a 70ml, dessa forma, todas as unida-
des avaliadas no controle de qualidade estavam adequa-
das. Pires et al. em seu estudo, encontraram médias entre
62 ml, condizente com nossos resultados. Holme et al.,
1994, mencionam a grande importancia da conservacao
das plaquetas, e que, grandes volumes de plasma aumen-
tam os riscos acidez da unidade podendo levar a ativagao
destas. Esta afirmacdo vem demonstrar a importancia da
coleta de volumes adequados.

Da mesma forma que Abreu e Moreira, 2003, que nao evi-
denciaram a presenca de fragmentos plaquetdrios nas uni-
dades avaliadas, tal resultado também foi constatado no
presente estudo.

Com relacao a concentracao de plaquetas, nao houve dife-
renca estatisticamente significativa ao se comparar o pri-
meiro e o quinto dia apds a coleta (com EDTA) e estando
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de acordo com o preconizado pela RDC 343/02. Resultados
de Abreu e Moreira, 2003, nao estao de acordo com nosso
estudo, pois evidenciaram concentragdoes muito superiores
de plaquetas no quinto dia o que aumenta a exaustao me-
tabodlica das plaquetas por falta de oxigénio.

Conforme referido, as unidades plaquetérias utilizadas pa-
ra controle de qualidade foram violadas. Um estudo efetu-
ado por Abreu, 2001, veio demonstrar uma alternativa ino-
vadora de validacdao de uma técnica denominada ex-
pressao da tubuladura, na realizacao de controle de quali-
dade dos concentrados plaquetdrios, referindo ndao haver
nenhuma diferenca estatisticamente significativa das vari-
aveis estudadas quando comparadas com a técnica con-
vencional, adotada no presente estudo.

CONCLUSAO

A implantacdao do controle de qualidade nos Servigos de
Hemoterapia tem papel relevante na obtencao de resulta-
dos confidveis, isso se deve a possibilidade de monitori-
zacao do processo de preparacao destes hemocomponen-
tes, através de uma amostragem aleatéria dos produtos fi-
nais, fazendo a comprovacao da conformidade ou da nao
conformidade as especificacdes previamente estabeleci-
das, garantindo a qualidade, confiabilidade e a seguranca
transfusional.

Sob este aspecto, o controle de qualidade deve ser entendi-
do como um processo dindmico que permite adaptar-se as
situacdoes nos quais se realizam as atividades dispensadas
aos usudrios de tal servico. Logo, é importante que a garan-
tia da qualidade seja aplicada e reconhecida como um fun-
damento, uma condicdo técnica imprescindivel em qual-
quer situacao analitica. Tal assertiva corrobora a importan-
cia da sua implantacdo nos concentrados plaquetarios.

Os resultados obtidos no nosso estudo demonstraram a
conformidade das unidades fracionadas pelo Servico de
Hemoterapia com a legislacdo vigente, que preconiza que
sejam avaliados a concentracdo plaquetéria, o volume, pH
a temperatura ambiente e a validade do produto no quinto
dia. Recomendamos, para obtermos um controle mais rigi-
do do processo, a execucao da avaliacao da presenca de
fragmentacado plaquetdria, agregacdo plaquetdria e da in-
tegridade funcional como rotina do servico, pois nao agre-
ga custo ao processo e otimiza as transfusoes realizadas.
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